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I tocotrienoli differiscono dai tocotrienoli tra loro per l’insaturazione della 
catena fitilica laterale. È noto un ampio insieme di proprietà biologiche delle 
prime isoforme che non sono espresse dai tocoferoli, i cui meccanismi molecolari 
d’azione sono ancora scarsamente compresi. 
Recentemente, sulla base delle evidenze sperimentali derivanti da studi in 
silico e in vitro, è stato evidenziato che gli effetti di forme specifiche di 
tocotrienoli (γ- e δ-tocotrienolo) sull’espressione genica è mediata, almeno in 
parte, dall’attivazione del recettore β degli estrogeni in cellule delle linee MDA-
MB-231 e MCF-7.  
L’insieme dei dati trascrittomici ottenuti da questi studi, attraverso approcci 
bioinformatici, ha aperto la stada alla ricerca di un pathway alternativo, attivato 
dalle forme specifiche di tocotrienoli, che conduce all’arresto della crescita e della 
proliferazione, nonché all’apoptosi in cellule tumorali che non esprimono recettori 
per gli estrogeni.  
Lo studio presentato, condotto sulle cellule HeLa, che non esprimono le 
suddette isoforme recettoriali, indica che l’attività dei tocotrienoli è ascrivibile 
all’induzione di condizioni di stress a livello del reticolo endoplasmatico.  
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Il presente lavoro, infatti, partendo dall’analisi dei dati delle piattaforme 
trascrittomiche, dimostra che i trattamenti con γ- e δ-tocotrienolo sono associati a 
specifici segnali Ca2+-dipendenti, all’espressione e l’attivazione di IRE-1α ed altre 
molecole implicate nell’Unfolded Protein Response, il sistema di segnalazione 
centrale di cui le cellule eucariotche dispongono per fronteggiare le condizioni di 






























Tocoferoli e tocotrienoli 
 
Il fondamentale ruolo per alcuni alimenti nel garantire un certo grado di 
salubrità alla vita, era già noto fin dal passato. Nell’antichità, infatti, lo stesso 
Ippocrate aveva descritto la cecità e aveva raccomandato l’aumento di consumo di 
«fegato di bue immerso nel miele», intuendo come gli alimenti fossero la fonte di 
fattori utili a prevenire tale stato di morbosità. 
Nei secoli successivi, gli osservatori continuarono a riportare che 
determinati malesseri erano apparentemente connessi alle abitudini alimentari e, 
in particolare, a “sostanze tossiche” contenute nei cibi. 
Successivamente divenne nota la prevenzione del beriberi dovuta 
all’introduzione di riso integrale nella dieta, la cura dello scorbuto derivante dal 
consumo di agrumi, il rafforzamento della fertilità quale conseguenza di 
un’alimentazione ricca di vegetali in foglie. 
Nel 1912 lo scienziato polacco Cashmir Funk coniò il termine «vitamine» - 
da “vita”, per il ruolo vitale di tali sostanze e “amine”, per la natura (tiamine) dei 
primi composti che egli isolò dalla crusca di riso – per l’insieme di fattori 
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derivanti dai prodotti alimentari per i quali erano già state riconosciute proprietà 
benefiche, volte a curare o prevenire molti stati patologici. L’appellativo si 
riferisce proprio alla capacità di tali sostanze di sostenere e rafforzare molti degli 
aspetti di un corretto stato di buona salute. 
La maggior parte delle vitamine scoperte fino all’epoca della loro 
definizione, aveva natura idrofilica. La scoperta delle vitamine liposolubili, infatti, 
è successiva, e per esse segue la classificazione cronologica, in base all’ordine di 
scoperta, secondo la successione delle lettere dell’alfabeto.  
 Nel 1922 l’embriologo Herbert Evans e la sua assistente Katherine Bishop 
isolarono per la prima volta, da verdure verdi in foglia, il fattore X – 
successivamente chiamato vitamina E perché la sua scoperta seguiva quella della 
vitamina D – di natura lipofilica e descritto come un elemento imprescindibile 
favorente la fertilità, in grado di prevenire la morte fetale in animali da laboratorio 
per i quali era garantita l’assunzione attraverso l’alimentazione.  
La vitamina  E fu denominata «tocoferolo» nel 1924, una volta compresa la 
sua struttura. Il termine deriva, infatti, dalla parola greca “tokos” che significa 
“nascita”, e “phero” che significa “condurre”, e il suffisso “-olo”, per indicare le 
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proprietà alcoliche della molecola. Nel 1938 fu sintetizzata chimicamente come 
racemo di d,l-α-tocoferolo da Karrer (Chandan et al., 2007).  
L’α-tocoferolo fu la prima forma della vitamina E ad essere rinvenuta e 
destinata a divenire il capostipite di un’intera classe (tocopherols/TPs), costituita 
da altri tre isomeri, distinti anch’essi con le altre lettere dell’alfabeto greco β, γ e 
δ.  Successivamente vennero isolati e identificati ulteriori quattro analoghi 
molecolari, raggruppati in un’ulteriore classe e denominati rispettivamente α-, β-, 
γ- e δ-tocotrienoli (tocotrienols/T3s).  
Il termine “tocotrienoli” fu introdotto da Bunyan et al. (1961) per indicare 
tali molecole descritte come «tocoferoli con una vera (dall’inglese true) catena 
isoprenoide». 
Nel 1964 furono descritti i T3s sulla rivista “Nature”, che erano stati isolati 
dal lattice della pianta della gomma, Havea brasiliensis (Dunphy et al., 1965; 
Whittle et al., 1966). 




Attualmente il termine «vitamina E» è un descrittore generico utilizzato 
impropriamente non per identificare una singola molecola naturale o di sintesi 
quanto, piuttosto, l’intera famiglia che racchiude le classi di composti sopra citate, 
i cui componenti condividono con la vitamina la natura liposolubile e le 
caratteristiche antiossidanti, ma dotati di attività di diversa potenza, caratteristica 
per la quale sono stati rivestiti, per molto tempo, di minore attenzione.  
L’attività biologica delle isoforme di tocoferoli e tocotrienoli viene espressa 
 in termini di equivalenti di α-tocoferolo (pari a 1,5 IU1), essendo quest’ultimo il 







                                                          
1
 L’IU (international unit), in farmacologia, è l’unità di misura che esprime la quantità, riferita alla 
sua attività biologica, di una qualsiasi sostanza dotata di principio attivo, come vitamine o ormoni, 
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La struttura chimica di tocoferoli e tocotrienoli 
 
La vitamina E è uno dei più importanti fitonutrienti contenuti negli oli 
alimentari. Come precedentemente accennato, essa consta di otto isoforme 
naturali.  
I TP e i T3, le due classi che costituiscono la famiglia della vitamina E, si 
presentano rispettivamente sotto forma di quattro isomeri, opportunamente distinti 
con le lettere dell’alfabeto greco α-, β-, γ-, δ-. Tali isoforme differiscono per il 










Fig. 4i: Struttura molecolare dei tococromanoli (Aggarwal et al., 2011)  
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Tocoferoli e tocotrienoli condividono le seguenti caratteristiche comuni: 
- la testa, costituita dall’anello cromanolico; 
- la coda, la catena alifatica laterale definita fitilica o isoprenoide nei 
tocoferoli; 
- il gruppo idrossilico attivo, localizzato sulla testa 
(www.tocotrienols.com). 
L’anello cromanolico è costituito da un nucleo benzenico condensato con un 
nucleo piranico, avente un gruppo metilico sul carbonio in posizione 2.  
Le classi precedentemente definite sono distinte in base a determinate 
caratteristiche strutturali delle molecole che le costituiscono.  
I TP presentano tre centri stereogenici a livello dei carboni in posizione 2, 4 
e 8, mentre i T3 un singolo centro a livello del carbonio in posizione 2.  
Altro elemento utile alla distinzione tra le classi è la natura insatura o satura 
della catena laterale alifatica: i tocotrienoli differiscono strutturalmente dai 
tocoferoli per la presenza di tre doppi legami trans nelle posizioni 3’, 7’ e 11’. 
Per la presenza dell’insaturazione e la consequenziale rigidità delle 
molecole, è stato ipotizzato che i tocotrienoli assumono una conformazione unica 
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(Atkinson, 2006). L’α-tocotrienolo presenta, però, una maggiore flessibilità della 
catena isoprenoide e ciò conferma l’ipotesi che tali molecole conferiscano una 
maggiore flessibilità alle membrane fosfolipidiche con le quali interagiscono e si 
riconosce, in generale, per l’intera classe di composti, un importante ruolo nella 
riduzione dello stress ossidativo, ma l’effettiva attività biologica non è ancora 
completamente chiarita (Hunter et al., 2007). Tra le proprietà conferite 
dall’insaturazione della catena laterale si riconosce la capacità dei tocotrienoli di 
interagire, non solo con i lipidi, ma anche con mole proteine cellulari (Atkinson et 
al., 2008). 
Inoltre, l’anello cromanolico dei T3, oltre alla funzione antiossidante dovuta 
alla presenza del gruppo ossidrile a livello del carbonio in posizione 6, è 
responsabile di specifiche attività di segnalazione riconosciute a tali molecole e 
che le distinguono tra gli altri componenti della famiglia della vitamina E (Galli e 
Azzi, 2010). 
Gli schemi di metilazione dell’anello cromanolico, associati al motivo 
prenilato delle catene laterali – caratteri tipici della prima isoforma (α) di 
tocoferolo scoperta e descritta – determinano il destino di tali molecole in termini 
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di biodisponibilità e trasformazione. Per la vitamina E introdotta con 
l’alimentazione, tali risposte dipendono da specifiche vie che sono sotto 
l’influenza della proteina epatica α-TTP (α-tocopherol transfer protein). Essa è 
considerata il prototipo di proteina che lega la vitamina E, di cui regola 
l’assorbimento e il trasporto di tutte le isoforme (vd. oltre). Inoltre, tale proteina 
lega la forma completamente metilata e satura dell’α-TP con un’affinità almeno 
10 volte superiore delle altre forme di T3 (Hosomi et al., 1997).     
Studi sulla relazione struttura-funzione dimostrano che la mancata 
insaturazione della catena laterale dei tocotrienoli, combinata ad un anello 
cromanolico ipometilato, è associata a specifiche caratteristiche chimico-fisiche e 
a particolari funzioni ben più potenti, che suscitano un interesse crescente nei 
campi della nutrizione e della farmacologia (Sontag and Parker, 2007; Atkinson et 












 R1 R2 R3 
α-tocoferolo 
α-tocotrienolo 
-CH3 -CH3 -CH3 
β-tocoferolo 
β-tocotrienolo 
-CH3 -H -CH3 
γ-tocoferolo 
γ-tocotrienolo 
-H -CH3 -CH3 
δ-tocoferolo 
δ-tocotrienolo 
-H -H -CH3 
 
 
Tab. 2i: Localizzazione dei gruppi metilici sull’anello cromanolico nei tocoferoli e  




Biosintesi di tocoferoli e tocotrienoli 
 
Gli enzimi dell’apparato biosintetico della vitamina E sono stati rinvenuti in 
cloroplasti, cromoplasti e, presumibilmente, in tutti i plastidi, con localizzazione 
specifica, immersi cioè, nella maggior parte dei casi, negli strati lipidici delle 
membrane interne di tali organelli.  
Il contenuto di vitamina E aumenta durante la senescenza, la transizione dei 
cloroplasti in cromoplasti e, in particolare, durante lo sviluppo del seme. Essa 
infatti, di natura lipofilica, si concentra in prevalenza nei tessuti di riserva, non 
metabolicamente attivi, dove previene l’ossidazione dei lipidi di membrana e di 
riserva. 
I tococromanoli favoriscono il mantenimento di un tasso ottimale della 
fotosintesi (Porfirova et al., 2002), proteggendola dal fotodanno, dall’attacco 
radicalico dell’ossigeno singoletto al fotosistema II in condizioni di elevata 
illuminazione o dallo stress causate dalle basse temperature (Hunter et al., 2007).  
21 
 
L’anello cromanolico e la catena a 16 atomi di carbonio che costituiscono i 
tococromanoli, derivano dall’HGA (homogentisic acid) e dal PrDP (phytyl 
diphosphate) dal GGDP (geranylgeranyldiphosphate), rispettivamente.  
La condensazione di HGA e PrDP o GGDP, la reazione chiave della 
biosintesi dei tocoferoli, è catalizzata dall’enzima HPT (HGA-phytyltransferase) 
(Venkatesh et al., 2006; Hunter et al., 2007) e dall’HGGT (HGA- 
geranylgeranyltransferase) (Hunter et al., 2007), rispettivamente (vedi oltre). 
La via biosintetica della vitamina E è caratterizzata da due reazioni 
consequenziali e fondamentali che conducono alla formazione di un 
tococromanolo: 
- la prenilazione dell’HGA; 
- ciclizzazione dell’anello cromanolico.  
In questi casi, la vitamina E potrà essere δ-tocoferolo o δ-tocotrienolo. 







Fig. 5i: Biosintesi di TPs e T3s (modificata da: Hunter et al., 2007) 
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Due substrati sono richiesti per la sintesi della vitamina E: HGA e l PrDP o 
GGDP. Il GGDP può essere utilizzato direttamente e preferenzialmente per la 
sintesi di tocotrienoli o ridotto a PrDP per la sintesi di tocoferoli ad opera di una 
geranilgeranl-reduttasi (Hunter et al., 2007).  
Oltre ai due costituenti principali appena descritti, i tococromanoli sono 
 mono-, di- o tri- metilati. Lo schema di metilazione è fondamentale per la 
determinazione della biodisponibilità delle molecole e delle loro proprietà 
biologiche (cfr. prima). 
La  prima  reazione consiste nel  trasferimento  del  gruppo prenile  
all’HGA. Tale trasferimento, una condensazione e una decarbossilazione, avviene 
ad opera dell’enzima HPT o HGGT. La specificità del substrato e del relativo 
enzima che interviene determineranno la natura del tococromanolo che sarà 
sintetizzato. Infatti, in base a che il substrato sia il GGDP o il PrDP, si avrà la 
formazione di 2-metil-6-geranilgeranilbenzochinolo o di 2-metil-6- 
fitilbenzochinolo, rispettivamente (Hunter et al., 2007). 
Per ottenere i γ- o α-tococromanoli, è opportuno che l’anello benzochinolico 
subisca una metilazione in posizione 3. Ciò avviene nel corso della seconda 
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reazione, ad opera degli enzimi 2-metil-6-fitilbenzochinolo o 2-metil-6-
geranilgeranilbenzochinolo metiltrasferasi  con la formazione di 2,3- dimetil-5-
geranilgeranilbenzochinolo o 2,3-dimetil-5-fitilbenzochinolo, 
rispettivamente. Tale passaggio viene omesso nella sintesi di β- e δ- 
tococromanoli (Hunter et al., 2007). 
Un ulteriore enzima che interviene nella via biosintetica della vitamina E è 
la TC (tocopherolo/tocotrienol cyclase). Nel corso di quella che è considerata la 
terza reazione, l’enzima catalizza la formazione del gruppo cromanolico in testa 
alle molecole, a partire dall’intermedio di benzochinolo, che può presentare un 
differente schema di metilazione, determinato nella reazione precedente.. 
Evidenze sperimentali confermano la capacità dell’enzima di usare come substrato 
gli intermedi sia mono- che di-metilati, oltre a non privilegiare le forme prenilate 
su quelle geranilgeranilate, e viceversa. Per cui ne deriva che i prodotti finali sono 
sia γ- e δ-tocoferolo che γ- e δ-tocotrienolo.   
A differenza degli altri enzimi di tale via biosintetica, la TC è   localizzata   
all’interno   dei   plastoglobuli   presenti   nei cloroplasti (Vidi et. al, 2006), e non 
a livello delle membrane interne (cfr. prima). 
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L’enzima TMT (tocopherol/tocotrienolo methyltransferase) catalizza la 
reazione finale nella sintesi di α- e β-tococromanoli: la metilazione del carbonio in 
posizione 5 sull’anello cromanolico. L’enzima ha attività su tutte le isoforme –  γ- 
e δ-tocoferolo e γ- e δ-tocotrienolo –  derivanti dalle reazioni precedenti (Hunter 















Fonti della vitamina E 
 
La vitamina E è sintetizzata esclusivamente da organismi fotosintetici.  
I tocoferoli sono rinvenuti in alte concentrazioni in oli vegetali, grassi di 
origine animale, cereali, verdure e frutta (Combs, 1992). 
I tocotrienoli sono la forma principale di vitamina E presente 
nell’endosperma dei semi della maggior parte di monocotiledoni, comprese alcune 
specie di cereali importanti dal punto di vista agronomico, come orzo, frumento e 
riso. Essi, inoltre, sono stati rinvenuti anche nell’endosperma di semi di un 
numero limitato di dicotiledoni, che includono specie di Apiaceae e alcune specie 
di Solanaeceae, come la pianta di tabacco.  
Tali molecole sono state ritrovate in maniera sporadica nei tessuti vegetativi 


















Le palme da olio sono monocotiledoni appartenenti al genere Elaeis. 
Il genere comprende due specie denominate E. olifera, originaria del Sud 
America, ed E. guineensis originaria dell’Africa occidentale. Attualmente, la più 
alta produzione di olio di palma è attribuita al Sud-Est asiatico, in particolare alla 
Malesia e all’Indonesia (Sundram et al., 2003). 
Tali alberi perenni sono tra le maggiori produttrici di olio, di cui i 
distinguono due tipologie, in base alla parte del frutto da cui sono estratti: 
- olio derivante dall’ endosperma, con ampia applicazione nell’industria 
chimica; 
- olio derivante dal mesacarpo, prodotto edibile dell’industria alimentare. 
L’olio crudo di palma estratto dal mesacarpo del frutto della specie Elaeis 
guineensis contiene un’elevata concentrazione di tocotrienoli (fino  a 800 mg/kg), 
costituito principalmente da γ-tocotrienolo ed α-tocotrienolo. 
Comunemente a tutti gli oli, i principali costituenti dell’olio di palma sono i 
TGs (triacylglycerols). Essi rappresentano il 95% della composizione  totale e 




Durante l’estrazione dell’olio dal mesacarpo dei semi, i TGs attraggono altre 
componenti cellulari lipidici o, comunque, lipofilici. Questi ultimi costituiscono 
l’insieme dei componenti minori dell’olio di palma, distinti essenzialmente in due 
gruppi: 
- derivati degli acidi grassi, quali gliceridi parziali (monoacylglycerols, 
diacylglycerols), FFAs (free fatty acids), fosfatidi, esteri e steroli; 
- composti chimicamente non correlati agli acidi grassi, quali idrocarburi, 
alcool alifatici, pigmenti, tocoferoli e metalli in tracce.  
Le sostanze rinvenute sono essenzialmente come metaboliti della biosintesi 
dei tiacilgliceroli e i prodotti dell’attività lipolitica.  
I TGs contenuti nell’olio di palma ne definisco parzialmente la maggior 
parte delle caratteristiche fisico-chimiche come il temperatura di fusione e profilo 
di cristallizzazione. La composizione di acidi grassi dell’olio di palma (con 
rapporto circa 1:1 tra saturi ed insaturi), molto differente da quella di qualsiasi 
altro grasso di origine vegetale o animale, ne determina la tipica consistenza 
semisolida alle normali temperature ambientali (Sundram et al., 2003).  
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Per il suo alto contenuto di acidi grassi saturi o idrogenati, l’olio di palma 
non è divenuto molto popolare nell’alimentazione Occidentale rispetto a quanto 
avvenuto per quella Orientale e per gli stessi Paesi produttori.  
I grassi idrogenati, infatti, hanno un elevato contenuto di acidi grassi trans a 
cui sono attribuiti effetti avversi sullo stato di salute2. La sentenza della US Food 
and Drug Administration del 2003 in materia di etichettatura degli acidi grassi 
liberi stabilisce la netta differenziazione tra le due tipologie sopra citate, 
stabilendo come un grasso, seppur idrogenato, non è necessariamente trans; per 
cui è obbligatorio indicare sull’etichetta dei vari alimenti la natura specifica dei 
grassi contenuti (Tarrago-Traini et al., 2006). 
L’olio di palma è, quindi, privo di acidi grassi trans e, per tale ragione, ha 
acquistato e continua ad ottenere una sempre più vasta approvazione in campo 
alimentare. Le principali applicazioni includono prodotti da forno, cereali per la 
colazione e dolciumi vari (Chandan et al., 2007). 
                                                          
2 Aumento del “colesterolo cattivo”: le LDL sono le principali lipoproteine di trasporto del 
colesterolo nel plasma, fondamentali per il rifornimento delle cellule di tale importante costituente. 
Le LDL, però, sono facilmente deteriorabili dall’attacco di specie radicaliche che ne alterano la 
struttura. Esse tendono, quindi, ad agglomerasi ed attecchire alle pareti dell’endotelio dei vasi, 
causandone l’ostruzione e consequenziali problemi cardiovascolari (Sundram et al., 2003).  
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L’olio di palma crudo assume una colorazione particolare rosso-aranciata, 
dovuta all’elevato contenuto di carotene (700-800 ppm), tra  gli altri pigmenti. 
La maggior parte dei carotenoidi contenuti sono le isoforme α- e β-carotene, 
in una percentuale di circa 90% (Sundram et al., 2003). 
Molto importanti dal punto di vista nutrizionale, i caroteni sono i precursori 
della vitamina A, ma altrettanto sensibili all’ossigeno, alla luce e al calore. Ne 
deriva che durante le fasi di raffinazione dell’olio di palma, le alte temperature 
distruggono le proprietà cromogene di tali molecole che conferiranno all’olio un 
caratteristico colore giallastro. 
I tocoferoli si ritrovano in maniera ubiquitaria nei tessuti vegetali in quanto 
sono la forma esclusiva di vitamina E presente nelle piante e nei semi della 
maggioranza delle dicotiledoni. 
La vitamina E è presente in vario grado nella maggior parte degli oli edibili 
come quello di germe di grano, di crusca di riso (0.035%), di orzo (0.012% o 44 
mg/g di olio), di avena (0.03%) , di cocco (0.019%) e di palma (0.044%; 0.78-
1.08 mg/g oil) (http://www.tocotrienol.org). 
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L’olio derivante dalla crusca di riso, un sottoprodotto della macinazione del 
riso, è un’importane fonte naturale di γ-tocotrienolo, ma scarsa di α-tocotrienolo. 
Inoltre, in tale olio sono state rinvenute forme alternative di tocotrienoli, che si 
distinguono dalle note isoforme descritte per l’assenza dei specifici gruppi metilici 
(Qureshi et al., 2000). 
Sebbene le evidenze sperimentali restino relativamente limitate, olio di 
crusca di riso è considerato un prodotto alimentare salubre in Paesi Asiatici 
(Sugano et al., 1999). 
Le concentrazioni dei tocotrienoli in cereali come avena, segale ed orzo si 
rinvengono in maniera particolarmente ridotta. Il maggior rappresentante, inoltre, 
è l’α-T3 in avena ed orzo, dove si registrano valori pari  56 e 40 mg/kg di peso 
secco, rispettivamente (Chandan et al., 2007). 
Il β-T3 è la principale forma di tocotrienoli all’interno di farro corticato e 
decorticato  (33-43 mg/kg di peso secco) (Panfili et al., 2003). 
La cottura a vapore e la desquamazione della semola di avena decorticata 
determinano   la perdita moderata di tocotrienoli ma non di tocoferoli. 
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Anche se molti prodotti alimentari presentano un contenuto variabile di 
tocotrienoli, è opportuno determinare se tali fonti dietetiche sono in grado di 
fornire quantità sufficienti a trarne beneficio agli esseri umani. 
In letteratura sono riportate opportune valutazioni derivanti dal confronto di 
più prodotti edibili che contengono tocotrienoli.  
Approssimativamente si dovrebbero consumare 100-200g di olio di palma o 
di crusca di riso, oppure 1.5-4 kg di germe di grano, orzo o avena per ottenere le 
dosi di tocotrienoli biologicamente efficaci evidenziate dagli studi. Da qui deriva 
la necessaria ed efficace ideazione di opportuni integratori alimentari di tali 
sostanze, al fine di garantirne un opportuno dosaggio di somministrazione. 
Tra le fonti naturali di tocotrienoli non vanno tralasciati i prodotti vegetali 
non edibili, come il lattice di gomma (Chow e Draper 1970; Horvath et al., 2006; 







Metabolismo e assorbimento della vitamina E 
 
I benefici derivanti dall’assunzione di tococromanoli, quali rafforzamento 
dello stato di salute o nel miglioramento di stati patologici, sono associati ad un 
assorbimento ottimale dei composti dal tratto intestinale nel circolo ematico. Un 
compromesso od alterato assorbimento si traduce, inevitabilmente, in una scarsa 
biodisponibilità degli stessi composti, dai quali i consumatori non saranno in 
grado di beneficiare delle suddette proprietà. 
Le sostanze lipidiche sono traghettate nella circolazione ematica in apposite 
micelle, dopo l’assorbimento attraverso la parete intestinale, che ne permettono la 
solubilità in mezzi acquosi come il plasma. 
Le micelle sono presenti esclusivamente quando si verifica l’azione di lipasi 
e sali biliari. 
 La bile agevola l’emulsione delle sostanze lipidiche presenti negli alimenti 
in fase di digestione, altrimenti insolubili e non assorbibili, in modo che essi, 
disciolti, siano distribuiti su più ampie superfici e ne sia promosso l’assorbimento 
intestinale e l’immissione in circolo. 
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L’ammontare delle secrezioni biliari e delle lipasi sono determinanti per 
l’assorbimento dei lipidi. Per un’adeguata secrezione, infatti, deve essere 
quantitativamente sufficiente l’assunzione di grassi con la dieta.  
Come le altre vitamine liposolubili (A, D, K), l’assorbimento dei 
tococromanoli non sarà possibile o, comunque, completo senza la presenza di altri 
grassi alimentari, come durante l’assunzione degli stessi che avvengono a digiuno. 
I meccanismi dell'assorbimento e del metabolismo della vitamina E restano 
essenzialmente ancora poco descritti.  
Gli esigui dati riguardano prevalentemente l’assorbimento dei tocoferoli, 
mentre i corrispettivi pathways per i tocotrienoli rimangono relativamente poco 
noti nell’Uomo e negli animali da esperimento. 
Evidenze sperimentali suggeriscono un’elevata analogia tra il metabolismo 
di tocoferoli e tocotrienoli ( Birringer et al., 2002). 
Dopo l’ingestione è noto, come precedentemente accennato, che le differenti 
molecole di tococromanoli vengono emulsionati all’interno di micelle miste che si 
formano dalla combinazione dai sali biliari con i prodotti dell’idrolisi dei lipidi di 
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origine alimentare, assorbite dalla mucosa intestinale, attraverso un meccanismo 
di diffusione passiva.  
Gli esteri del tocoferolo sono le forme maggiormente presenti negli alimenti 
ingeriti. Attraverso l’apparato digerente tali forme non subiscono modificazioni 
significative, fino ad arrivare all’intestino dove, per poter essere emulsionate, 
caricate nelle micelle e, quindi, assorbite, è necessario che subiscano un’idrolisi 
specifica operata da opportune esterasi pancreatiche (Bramley et al., 2000). 
I TP e  T3, dopo essere stati assorbiti dagli enterociti, insieme agli altri 
prodotti lipidici della digestione, vengono incorporati nei chilomicroni, passando 
dall’intestino al circolo linfatico e, infine, nella circolazione sistemica (Bramley et 
al., 2000). 
Nel circolo ematico, i triacilgliceroli che costituiscono i chilomicroni 
subiscono l’idrolisi delle LPL3 (lipoprotein lipase), fino a costituire i chilomcroni 
remnants, impoveriti cioè del loro contenuto lipidico. Questi arrivano, quindi, al 
                                                          
3
 Le lipasi lipoproteiche  sono enzimi localizzati sul versante extracitoplasmatico delle membrane 
plasmatiche delle celluele. La funzione delle LPL è quella di idrolizzare i trigliceridi provenienti 
dalle lipoproteine e di produrre acidi grassi e glicerolo, che avranno accesso alla cellula e saranno 




fegato, dove saranno incorporati e liberati del loro carico di tococromanoli (Traber 
et al., 1990).  
Nel fegato, le molecole saranno caricate nelle lipoproteine di trasporto, per 
poter essere traghettate nel torrente circolatorio.  
I meccanismi di carico delle molecole attive nelle lipoproteine di trasporto 
sono altamente selettivi e sono preferenziali per l’α-TP. A livello epatico, infatti, è 
stata determinata la presenza della α-TTP (α-tocopherol transfer protein), uno 












Fig. 7i: Processo di catabolismo ed assorbimento dei derivati dei tococromanoli. I 
tococromanoli, dopo essere stati   assorbiti dagli enterociti e incorporati nei chilomicroni, passano 
dall’intestino al circolo linfatico e  infine  alla circolazione sistemica. I chilomicroni remnants 
arrivano, quindi, al fegato, da dove ripartono per lo smistamento agli organi bersaglio, attraverso 
il circolo.RRR, SRR indicano le configurazioni degli atomi chirali nelle molecole di 




 Il trasporto delle varie isoforme della vitamina E nel plasma avviene grazie 
alle LDL (low density lipoprotein), alle quali sono associate maggiormente, ma 
talvolta alle VLDL (very low density lipoprotein) e HDL (high density 
lipoprotein).  
I T3 sono stati rivelati nei campioni di plasma – prelevati da volontari in fasi 
postprandiali – in concentrazioni significativamente inferiori all’α-tocoferolo. 
Tale risultato coincidono con precedenti osservazioni che evidenziano l’assenza di 
tocotrienoli nel plasma in condizioni di digiuno, confermando che l’assorbimento 
e il trasporto di tocotrienoli segue vie biochimiche che coinvolgono un gran 
numero di lipoproteine (cfr. prima) opportunamente attivate dal consumo di altre 
sostanze lipidiche nell’alimentazione (Fairus et al., 2006). 
Ulteriori studi dimostrano che tra gli isomeri dei T3, l’α- tocotrienolo è 
l’isoforma maggiormente trasportata dalle lipoproteine e che presenta le più alte 
concentrazioni plasmatiche postprandiali in volontari a cui erano state 
somministrate diete con supplemento di vitamina E, ricca nella componente 
tocotrienolica (Fairus et al., 2012). 
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Il metabolismo del tocoferolo è complessivamente molto lento. I prodotti di 
tale metabolismo sono eliminati con le  feci, sotto forma di α-tocoferilidrochinone 
e α-tocoidrochinone, e nelle urine come acido tocoferonico, tutti composti che 
















Attività biologiche di tocoferoli e tocotrienoli 
 
La vitamina E è tra le più importanti molecole antiossidanti e sembra essere 
coinvolta in numerose funzioni biologiche e fisiologiche. 
 Tocoferoli e tocotrienoli esplicano le proprie attività attraverso meccanismi 
che prevedono il legame diretto degli stessi con i loro targets molecolari, o senza 
(Aggarwal et al., 2010). La modulazione può avvenire a livello trascrizionale, 
traduzionale o post-traduzionale. 
Tra i principali meccanismi molecolari vi è la capacità di stabilizzare le 
membrane biologiche (Wang et al., 1999), con le quali si lega e ne regola la 
permeabilità (Burton et al., 1982).  
 
EFFETTI ANTIOSSIDANTI.L’attività antiossidante si esplica a carico dei PUFA 
(polyunsaturated fatty acids) grazie alla natura lipofilica della molecola, 
responsabile della localizzazione e dell’accumulo a livello degli organelli e  delle 
membrane cellulari.  
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Ritenuto già che l’α-TP fosse indispensabile per tutti gli organismi che 
consumano ossigeno – per la respirazione cellulare – Burton ed Ingold nel 1989 
proposero che l’attività dello stesso fosse fondamentalmente antiossidante, data la 
sua capacità di agire come scavanger (“spazzino”) di radicali liberi, 
interrompendo la catena di reazioni innescate dalle specie radicaliche o in 
generale da specie reattive dell’ossigeno (ROS) o dell’azoto (RNS). Il suo ruolo, 
dunque, si esplica nella prevenzione dell’ossidazione degli acidi grassi polinsaturi, 
evento chiave nello sviluppo del processo di perossidazione lipidica. 
I radicali liberi reagiscono con i doppi legami dei lipidi di membrana 
generando dei perossidi lipidici che, essendo a loro volta reattivi, propagano le 
reazioni di ossidazione determinando un danno esteso alle membrane (Herrera e 
Barbas, 2001).  
La vitamina E, come tutti i composti fenolici, spezza il propagarsi del 
fenomeno donando un atomo di idrogeno – del gruppo –OH – ai radicali 
perossilipidici, rendendoli in tal modo non reattivi. La reazione redox così 
avvenuta, produce il radicale α-tocoferossilico, piuttosto stabile per la 
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delocalizzazione dell’elettrone, e può rigenerare l’α-tocoferolo reagendo con 
vitamina C, o glutatione, o coenzima Q10 (Wang e Quinn, 1999).  
L’efficienza della Vitamina E e dei fenoli, come antiossidanti è anche 
dovuta al fatto che il radicale fenossile, che si forma durante il processo di 
inibizione, intrappola un secondo perossiradicale in una veloce reazione di 
accoppiamento. 
Rispetto ai tocoferoli, i tocotrienoli risultano 40-60 volte più efficaci nella 
prevenzione della perossidazione lipidica. L’inibizione di questo processo da parte 
dei tocotrienoli è riconducibile ad una maggiore efficienza del riciclo del radicale 
cromanilico e ad una migliore interazione con i costituenti della membrana 
cellulare; la tripla insaturazione della catena isoprenoide, infatti, conferisce ai 
tocotrienoli una maggiore affinità e una più rapida interazione con i bio-
costituenti del doppio strato fosfolipidico di membrana. Per queste ragioni i 
tocotrienoli presentano una maggiore biodisponibilità ed un incremento 
dell’accumulo intracellulare. In particolare, il δ-tocotrienolo è, tra le diverse 
isoforme, fisiologicamente più attivo poiché, rispetto agli altri isomeri, possiede 
una maggiore efficienza di neutralizzazione delle specie radicaliche dovuta al  
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minor numero di gruppi metilici legati all’anello cromanilico. 
 
EFFETTI CARDIOPROTETTIVI. L’attività antiossidante dei tocotrienoli, per 
molto tempo considerata 
 inferiore rispetto a quella dei tocoferoli, è veicolata dall’induzione di enzimi 
antiossidanti come la superossido dismutasi (Lee et al., 2009; Newaz e Nawal, 
1999), NADPH:chinone ossidoriduttasi (Hsieh e Wu, 2008), glutatione 
perossidasi (Adam et al., 1996) ,  che spazzano via le forme radicaliche (Renuka 
Devi e Arumughan, 2007). 
Esperimenti in vivo hanno dimostrato che i tocotrienoli posso indurre un 
miglioramento del quadro clinico dell’arterosclerosi e possono, soprattutto, 
prevenire la genesi del fenomeno arterosclerotico (Black et al., 2000). Ne deriva il 
loro probabile utilizzo come coadiuvanti nella terapia e nella profilassi di malattie 
cardiovascolari e dell’infarto al miocardio (Bierenbaum et al., 1995). Tale azione, 
tipica dei tocotrienoli ma non esibita dai tocoferoli, si esplica a livello cellulare ed 
è dovuta alla riduzione della produzione delle molecole responsabili dell’adesione 
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cellulare, attraverso l’inibizione dell’attività della proteina chinasi C. (Theriault et 
al., 2000; 2002).  
L’attività protettiva nelle patologie cardiovascolari dei T3s è supportata 
dall’abbassamento dei livelli plasmatici di due proteine riconosciute come 
principali fattori di rischio delle suddette patologie: l’apolipoproteina B e la 
lipoproteina A. Inoltre, evidenze sperimentali dimostrano che i tocotrienoli 
abbassano i livelli di trombossano B2, un potente induttore dell’aggregazione 
piastrinica (Qureshi et al., 1991), nonché uno dei principali fattori predisponenti 
allo sviluppo delle patologie coronariche. 
 Le malattie coronariche sono spesso associate ad un aumento dei livelli 
plasmatici di colesterolo totale, ed in particolare delle LDL. I tocotrienoli 
agiscono anche a livello della colesterologenesi, inducendo un abbassamento dei 
livelli totali di LDL (Qureshi et al., 1995; Qureshi et al., 2001a) e mediando 
l’inibizione dell’enzima HMG-CoA riduttasi, impegnato in una delle reazioni 
chiave della sintesi del colesterolo (Pearce et al., 1992; Parker et al., 1993; Pearce 
et al., 1994; Chao et al., 2002). Inoltre, essi favoriscono l’aumento dei livelli 
intracellulari di farnesolo, molecola responsabile dell’attivazione della 
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degradazione proteolitica dell’enzima epatico idrossi-metilglutaril CoA reduttasi, 
che catalizza la reazione limitante della catena biosintetica (Qureshi et al., 1996). 
Infatti, studi recenti dimostrano che un’integrazione nella dieta di 200 mg/die di 
fito-tocotrienoli per 6 settimane, abbassa il colesterolo totale del 20%, il 
colesterolo LDL del 28% e l’apolipoproteina del 18%  (Qureshi et al., 2001b). 
Alla luce di questi dati, si può ipotizzare che i fito-tocotrienoli potrebbero essere 
efficacemente impiegati nel trattamento dell’ipercolesterolemia, in associazione al 
trattamento farmacologico tradizionale con altri farmaci, ipotesi avvalorata dalla 
assenza di effetti collaterali ad opera di tali molecole. 
La persistente ipertensione arteriosa è una delle cause principali  degli 
scompensi cardiaci e dell’infarto, oltre ad essere il fattore primario che porta 
all’insufficienza renale cronica. In uno studio è stato dimostrato il ruolo de 
tocotrienoli nella riduzione della pressione sistolica in ratti ipertesi, attività che 
appariva ben più evidente e pronunciata dal confronto con l’α-TP (Koba et al., 
1992).  
I tocotrienoli hanno dimostrato di avere un importante ruolo nella 
protezione del muscolo cardiaco da danno ischemico. Essi, infatti, regolano il 
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pathway di segnalazione dell’ossido nitrico-cGMP, che risulta compromesso 
durante i fenomeni isehmici. Esterhuyse et al. (2005) dimostrano il globale 
miglioramento delle conseguenze dell’ischemia in cuore di ratto, come l’aumento 
dei livelli del cGMP e la variazione della composizione dei PUFA dopo il 
trattamento con olio di palma (ricco in T3). 
Tra le varie isoforme di tocotrienoli, il γ-T3 è quello che dimostra la 
maggiore attività cardioprotettiva quando somministrato singolarmente e in 
associazione con altri agenti antiossidanti (ad esempio il resveratrolo) (Lekl et al., 
2009).  
 
EFFETTI IMMUNOMODULATORI. Wu et al. (2008) hanno studiato gli effetti 
del TRF nei monociti umani della linea THP-1 in seguito alla risposta 
infiammatoria indotta dal  LPS (lipopolysaccharide). Gli studi hanno riguardato la 
valutazione della produzione di diversi mediatori dell’infiammazione, quali  NO, 
alcune citochine pro-infiammatorie come TNF-α, IL-4, IL-8, dell’attività di alcuni 
enzimi quali iNOS (inducible nitric oxide synthase), COX-1 e COX-2 
(cyclooxygenase-1 e cyclooxygenase-2) e del fattore trascrizionale NF-κB 
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(nuclear factor κB). In particolare è stato dimostrato che alle concentrazioni di 
0,5-5 μg/mL il TRF è in grado di proteggere la cellula dalla morte indotta dal 
lipopolisaccaride  batterico. A tali concentrazioni il TRF ha una potente attività  
anti-infiammatoria, come dimostrato dall’inibizione del rilascio di NO,  dalla  
diminuzione  della  trascrizione  di  geni  codificanti  per  citochine  pro- 
infiammatorie e, quindi, in generale  dall’inibizione di tutti quei meccanismi pro- 
infiammatori indotti dal LPS. A concentrazioni di  TRF pari a 1 μg/mL si ha un 
blocco  significativo  dell’attività  di  iNOS  e  COX-2,  ma  non  COX-1  che  ha 
uno schema di attivazione costitutivo. Sulla  base  di  queste  osservazioni,  gli  
autori  hanno concluso che il  TRF possiede una potente attività anti-
infiammatoria  che deriva dall'inibizione dell’attività e dell’espressione di iNOS, 
COX-2 e di altri fattori pro- infiammatori (Wu et al., 2008). 
Gu et al. (1999) hanno dimostrato gli effetti modulatori di una dieta ricca di 
α-TP e una miscela di tocotrienoli sia sull’immunità umorale che cellulo-mediata. 
I loro risultati evidenziano che tali schemi alimentari potenziavano l’espressione 
IFN-γ (interferon-γ), IgA e IgG, ma non delle IgE, e diminuivano la proporzione 
delle cellule T CD4+. Inoltre, i tocotrienoli diminuiscono l’espressione del TNF-α 
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(tumor necrosis factor-α). Queste indagini confermano che la somministrazione 
orale di tococromanoli influisce sulla proliferazione e la funzionalità dei linfociti 
splenici e dei linfonodi mesenterici. 
 
EFFETTI NEUROPROTETTIVI. Le speie reattive dell’ossigeno, i radicali liberi 
e, più in generale, molti eventi ossidativi sono alla base di importanti disturbi a 
carcio del sistema nervoso, tra cui il morbo di Alzheimer e quello di Parkinson.  
Data la loro natura antiossidante, i tococromanoli, ed in particolare i T3, 
hanno importanti ruoli nella prevenzione di danni a livello neuronale in questo 
tipo di patologie (Bramley et al., 2000). 
Numerosi studi riportano che i tocotrienoli mostrano effetti neuroprotettivi 
in un’ampia varietà di condizioni. Chopra ed il suo gruppo di lavoro hanno 
evidenziato tale caratteristica dei tocotrienoli in modelli (ratti) sperimentali di 
neuropatia indotta da diabete (Kuhad et al., 2009), neuropatia alcolica (Tiwari et 
al., 2009b), disfunzioni cognitive indotte dall’alcool (Tiwari et al., 2009c), 
deterioramento cognitivo farmacologicamente indotto, stress da ROS e NOS 




Sen e collaboratori, invece, hanno ampiamente analizzato la prevenzione 
della neurodegenerazione – indotta dal glutammato – operata dai tocotrienoli. Tale 
attività si verifica attraverso la modulazione della chinasi c-SRC, della 12-
lipossigenasi e al PLA2 (phospholipase A2) (Sen et al., 2000; Khanna et al., 2003; 
Khanna et al., 2007; Sen et al., 2007; Khanna et al., 2010). 
L’ictus è una forma di danno ischemico a carico del cervello causato dalla 
riduzione dell’apporto di sangue all’organo (Aggarwal et al., 2011). 
L’α-T3, insieme all’α-TP e γ-TP, riduce significativamente l’estensione 
dell’infarto cerebrale in organismi modello (topi) con l’occlusione dell’arteria 
cerebrale mediana, mentre le altre isoforme di tococromanoli non mostrano effeti 
(Mishima et al., 2003). 
 
EFFETTI SUL METABOLISMO OSSEO. Il fumo di sigaretta è considerato un 
fattore di rischio per lo sviluppo dell’osteoporosi. 
I supplementi alimentari di vitamina E riducono la perdita di tessuto osseo 
indotta da nicotina e stimolano la formazione dello stesso (Hermizi et al., 2009). 
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Esperimenti condotti su organismi modello (ratti), a cui erano somministrati 
TRF o γ-T3 (60 mg/kg) in seguito a trattamento con nicotina, dimostrano un 
aumento dello spessore delle trabecole e una riduzione dell’erosione delle 
superfici ossee negli animali sottoposti a trattamento rispetto ai controlli. La 
vitamina E si mostra, quindi, come un agente anabolico (Shuid et al., 2010). 
L’azione protettiva a carico del sistema scheletrico dimostrata dai 
tocotrienoli si esplica grazie alla loro natura antiossidante contro radicali liberi e 
glucocorticoidi (Ima-Nirwana e Suhaniza, 2004). 
 
EFFETTI GASTROPROTETTIVI. In letteratura sono disponibili anche alcune 
evidenze che suggeriscono  effetti gastro-protettivi della vitamina E. 
 Azlina e collaboratori  hanno valutato la capacità di tocoferoli e 
tocotrinenoli di attuare meccanismi atti a svolgere una funzione gastro-protettiva 
in presenza di fattori di stress. Scelti come organismi modello ratti maschi  
Sprague-Dawley, sono   stati  fomati  3  gruppi oggetti di studio:  
1.  un  gruppo  di  controllo sottoposto ad una dieta completa; 
2. un gruppo a cui era somministrata una dieta carente in vitamine ma 
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 arricchita in tocoferoli (60 mg/kg); 
3. un gruppo sottoposto ad un regime alimentare carente di vitamine ma 
con supplemento di tocotrienoli (60 mg/kg).  
La metà dei ratti, derivanti dai 3 gruppi sopra descritti, non sono stati 
sottoposti a stress per un periodo di 28 giorni mentre l’altra metà ha ricevuto uno 
stress da isolamento e deprivazione da cibo per 2h/giorno per 4 giorni.  
I dati hanno mostrato che nei ratti non stressati (sia nei controlli che nei ratti 
trattati con tocoferoli) la concentrazione di acidi gastrici e i livelli di gastrina nel 
siero erano diminuiti. Nei ratti trattati con tocotrienoli (sia le metà sottoposta a 
stress che quella non sottoposta a stress) i livelli di gastrina nel siero e di acidi 
gastrici sono paragonabili. In base a questo studio appare plausibile che i  
tocotrienoli sono in grado di preservare i livelli di acidità gastrica e di gastrina 
alterati da  situazioni  di stress. Un altro dato emerso nel medesimo studio 
conferma che sia i tocotrienoli che i  tocoferoli, per la loro natura antiossidante, 
hanno un effetto gastroprotettivo contro i danni causati dai radicali liberi, prodotti 




EFFETTI IPOGLICEMIZZANTI. Il diabete mellito è una sindrome complessa 
caratterizzata da un’assoluta deficienza di insulina o una resistenza ad essa che 
porta ad uno stato definito di iperglicemia, quale risultato di un inadeguato 
trasporto del glucosio dal circolo ematico al tessuto muscolare ed adiposo (Pickup 
e Williams, 1997). 
Sono state descritte due forme distinte di diabete mellito: 
- tipo 1: le cellule-β pancreatiche, che producono l’insulina, sono distrutte 
da meccanismi autoimmunitari mediati dai linfociti T, con 
consequenziale riduzione nella produzione dell’ormone (Rossini et al., 
1985); 
- tipo 2: causato da insulino-resistenza e/o una ridotta produzione 
dell’ormone da parte del pancreas, solitamente connesso all’obesità 
(Kahn e Flier, 2000; Kahn, 2001). 
Nonostante i differenti meccanismi eziopatogenetici, il diabete di tipo 1 e 2 




Fang e collaboratoi hanno individuato i meccanismi attraverso i quali i 
tocotrienoli sono in grado di ridurre i livelli di glucosio nel sangue sia in pazienti 
che in modelli animali (Fang et al., 2010). Le ipotesi propongono che i 
tocotrienoli modulano i recettori nucleari PPAR (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor). Essi sono specifici fattori di trascrizione che, in seguito al 
legame con i propri ligandi, traslocano nel nucleo dove riconoscono sequenze di 
consenso specifiche, denominate PPREs (Peroxiome Proliferator Response 
Elemnts). Questi sono localizzati nei promotori  di geni specifici che intervengono 
nell’omeostasi lipidica, mell’adipogenesi, nelle risposte adattative alla fatica e allo 
stress, nonché nel controllo delle risposte ormonali ed infiammatorie. Le forme di 
α- e γT3 attivano PPAR-α, mentre il δ-T3 attiva le forme PPAR-α, -δ, -γ. Inoltre, è 
stato osservato che l’arricchimento in TRF delle diete di topi db/db, 
geneticamente predisposti al diabete, è associato all’aumento dell’utilizzo di 
glucosio e alla sensibilità all’insulina (Fang et al., 2010).  
Molte evidenze sperimentali suggeriscono che l’apoptosi sia il meccanismo 
di morte privilegiato dalle cellule-β del pancreas in entrambe le manifestazioni  
patologiche (Kurrer et al., 1997; Mathis et al., 2001; Eizirik et al., 2001; Butler et  
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al., 2003). Inoltre, studi più recenti, attribuiscono al reticolo endoplasmatico un 
ruolo nella patogenesi del diabete sia dal punto di vista immunitario che 
dell’insulino-resistenza (Araki et al., 2003), nonché nella trasduzione dei segnali 
di morte per apoptosi nelle cellule-β del pancreas (Scheuner e Kaufman, 2008; 
Eizirik et al., 2008).  
 
EFFETTI ANTITUMORALI. Numerosi studi hanno evidenziato che i T3s 
possono indurre apoptosi nel carcinoma epiteliale attraverso la depolarizzazione 
della membrana mitocondriale e il conseguente rilascio di citocromo C e 
attivazione della cascata caspasica (Inoue et al., 2011). Altre ricerche hanno 
invece messo in evidenza l’effetto antiproliferativo esercitato dagli stessi 
tocotrienoli, attraverso la degradazione della ciclina D (Wada, 2009) e il blocco 
del ciclo cellulare. 
I T3s mostrano tuttavia diverse proprietà anti-tumorali, che spesso non sono 
esibite dai TPs (Sen et al., 2006), come la soppressione della crescita e 
l’induzione di apoptosi in differenti linee cellulari di cancro mammario, umane e 
murine (Nesaretnam et al., 1995; Guthrie et al., 1997; Nesaretnam et al., 1998; 
56 
 
Yu et al., 1999; McIntyre et al., 2000; Nesaretnam et al., 2000; Azzi et al., 2001; 
Kline et al., 2001; Schwenke, 2002; Sylvester et al., 2002 ; Shah et al., 2003; 
Sylvester and Shah, 2005a,b) e in altre linee cellulari umane (Ngah et al., 1991; 
He et al., 1997; Conte et al., 2004; Nesaretnam et al., 2004; Wada et al., 2005; 
Eitsuka et al., 2006; Srivastava and Gupta, 2006). È stato evidenziato che il 
trattamento combinato di tocotrienoli con altri agenti chemioterapici tradizionali 
determina una risposta sinergica anticancro. (Sylvester et al., 2010).  
L’azione antitumorale dei tocotrienoli, si manifesta anche attraverso la 
riduzione della disseminazione neoplastica: diversi lavori rilevano, infatti, la 
potenzialità di tali sostanze, di arrestare il processo metastatico (Shklar et al. 
1996; Tang et al. 2001; Neuzil et al., 2002; Inokuchi  et al., 2003; Miyazawa  et 
al., 2004). 
Studi recenti dimostrano che i tocotrienoli inducono apoptosi in cellule 
leucemiche umane, e il δ-T3 è l’isoforma più potente. Dati ultrastrutturali, infatti, 
confermano che essi inducono i classici cambiamenti morfologici tipici 




I meccanismi molecolari alla base dell’attività dei T3s sono ancora 
scarsamente compresi ma, studi recenti condotti su linee cellulari di cancro 
mammario (MCF-7 e MDA), evidenziano un coinvolgimento del recettore per 
l’estrogeno β (ER-β), ma non di ER-α.(Comitato et al., 2009; Comitato et al., 
2010). Inoltre, ulteriori studi condotti sulle medesime linee cellulari, e sulle HeLa 
(cancro uterino), in collaborazione con l’ex Istituto Nazionale di Ricerca per gli 
Alimenti e la Nutrizione (non pubblicati), attuale C.R.A-NUT, dimostrano che il 
processo apoptotico indotto dal γ- e δ-T3 non è associato a stress mitocondriale o 
alla trasduzione mediata da segnali che arrivano ai recettori di morte, ma  a causa 
dello stress avvenuto a carico del reticolo endoplasmatico , attraverso l’attivazione 
di chop e il rilascio di Ca2+. Questi studi preliminari sembrano essere confermati 
da Wali e collaboratori (Wali et al., 2009), i quali  hanno dimostrato che γ-T3 
induce apoptosi nella linea cellulare +SA di tumore mammario umano, attraverso 
la risposta a stress del reticolo. Questo effetto è abolito con l’eliminazione 
dell’espressione del gene chop, dimostrandone la diretta dipendenza. 
Una sostanza naturale può essere definita un agente chemioprotettivo se 
sono dimostrate le sue capacità di distruggere unicamente le cellule neoplastiche, 
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inibendo il ciclo cellulare o inducendo la morte cellulare programmata, non 
coinvolgendo le cellule sane (Srivastava e Gupta, 2006). 
Alcuni studi condotti su diverse linee cellulari tumorali, ed in particolare su 
cellule ottenute da carcinoma mammario umano, hanno evidenziato che i 
tocotrienoli presentano un’attività antiproliferativa (Nesaretnam et al., 1998). 
Con l’obiettivo di comprendere i meccanismi molecolari alla base di 
osservazioni epidemiologiche che indicano un’associazione negativa tra consumo 
di tocotrienoli e tumore della  mammella, l’ex Istituto Nazionale di Ricerca per gli 
Alimenti e la Nutrizione, attuale C.R.A.-NUT, in collaborazione con il “Palm Oil 
Board of Malaysia”, ha  condotto uno studio su cellule di cancro mammario MCF-
7, in cui venivano inoculate sotto il derma di topi nudi atimici, caratterizzati da un 
sistema immunitario compromesso, scelti come organismo modello. Ai topi 
veniva somministrata, per un periodo di 20 settimane, una dose orale di 1 
mg/giorno di TRF. Al termine del trattamento è stato osservato un significativo 




Ulteriori studi successivi del medesimo gruppo (Nesaretnam et al., 2004b) 
hanno avuto come obiettivo la valutazione  dell’espressione di geni sia in cellule 
di cancro mammario caratterizzate dalla presenza del recettore degli estrogeni 
(MCF-7), sia in cellule di cancro mammario la cui crescita è indipendente dalla 
presenza di estradiolo (MDA-MB-231). Tali cellule sono state trattate con 8 µg/ml 
di TRF per 72 ore e i risultati ottenuti hanno mostrato che il TRF induce una serie 
di effetti molecolari nelle due linee cellulari utilizzate. E’ stato osservato che, a 
seconda della linea utilizzata, vengono modulati differenti geni (21 nelle MCF-7 e 
46 nelle MDA-MB-231) e che, in entrambe le linee cellulari, vengono modulati, 
in egual misura, solo 3 geni i cui prodotti proteici sono coinvolti nel  ciclo  
cellulare e possono  svolgere  un  effetto inibitorio sulla proliferazione tumorale. 
Tali geni sono:  
- c-myc binding protein MM-1;  
- 23k-Da highly basic protein;  
- interferon- inducible protein 9-27 (Nesaretnam et al., 2004a). 
Successivamente nello stesso Istituto, sono stati condotti altri studi atti a 
valutare la  presenza di  un  meccanismo  responsabile per  le  attività modulatorie 
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dei tocotrienoli e dipendenti dal recettore degli estrogeni. Infatti, a seguito di studi 
condotti in silico, confermati anche dalle analisi in vitro, è stato osservato 
un’interazione tra le forme γ- e δ-tocotrienolo ed il recettore -β (ma  non α) degli 
estrogeni. Il complesso recettore/tocotrienolo così attivato, può traslocare nel 
nucleo e indurre l’espressione  dei  geni  mic-1, egr-1 e cathepsin-D  che  
contengono  una  sequenza responsiva denominata ERE (estrogen responsive  
element) nel proprio promotore (Comitato et al., 2009). 
Gli estrogeni sono ormoni steroidei che, oltre a regolare la funzione 
riproduttiva, hanno anche un’azione morfogenica. Tale attività è evidente in  
strutture quali l’utero, le ovaie, le ghiandole mammarie, la prostata, i polmoni e il 
sistema nervoso centrale di topi knockout per entrambi i  recettori degli estrogeni 
ER-α ed ER-β. A livello di promotori genici i due recettori ER-α ed ER-β hanno 
effetti opposti e quindi la risposta proliferativa al naturale ligando endogeno, 
l’estradiolo, è il risultato di un equilibrio tra i segnali relativi all’attivazione del 
recettore ER-α e del recettore ER-β. ER-β agisce come un regolatore negativo e 
quando è co-espresso con ER-α, gli effetti di quest’ultimo vengono repressi,   
inclusa la capacità di indurre la proliferazione cellulare (Ogawa et al., 1998). 
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Il sottotipo β- del recettore degli estrogeni, quando è co-espresso con la  
forma α-, è in grado di far spostare l’equilibrio verso la forma β-, e proprio questo 
switch funzionale (cioè  questo  disequilibrio  tra  la  forma  α-  e  la  forma  β-, a 
favore di quest’ultima) è responsabile della riduzione della tumorigenicità nelle 
MCF-7 (Chang et al., 2006). Con tali presupposti, negli studi condotti 
successivamente nel già citato C.R.A.-NUT (ex INRAN), le cellule MCF-7 sono 
state trattate con i tocotrienoli (8 µg/mL di TRF; 2.56 µg/mL di α-tocoferolo; 2 
µg/mL di δ-tocotrienolo; 2.32 µg/mL di γ-tocotrienolo) per 24 ore. È stata 
osservato un trasferimento del recettore ER-β nel  nucleo. Al contrario, il recettore 
ER-α, che normalmente è localizzato nel nucleo, non era più ivi rinvenibile. In 
seguito a questa attivazione delle MCF-7 dopo il trattamento con TRF è stata 
osservata quindi una significativa espressione dei geni codificanti per le proteine 
MIC-1 e EGR-1 (Comitato et al., 2010). 
Il gruppo di ricerca guidato da Loganathan ha dimostrato l’induzione di tagli 
inattivanti, da parte dei T3, della poly(ADP-ribose)polymerase, un enzima di 
riparo del DNA, confermando il ruolo che tali molecole svolgono nell’induzione 
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dell’apoptosi e l’inibizione dei sistemi di sopravvivenza (NF-κB) n cellule 


















Il reticolo endoplasmatico 
 
Le prime conoscenze concernenti il reticolo endoplasmatico risalgono al 
1945, anno in cui ebbero inizio le prime osservazioni in toto al microscopio 
elettronico di tali formazioni di fondo di cellule in coltura, che furono 
inizialmente definite con l’appellativo “nastriforme”. Solo successivamente, nel 
1952, furono coniati i termini “reticolo endoplasmatico” (Porter e Kallman, 1952) 
per descrivere quanto emergeva dalle osservazioni: elementi vescicolari e tubulari 
ramificati con localizzazione preferenziale nella regione perinucleare del 
citoplasma, nota come “endoplasma”. 
Gli studi iniziali descrivono due tipologie principali di strutture membranose 
del reticolo, distinte in base alle loro proprietà biochimiche e morfologiche, 
nonché i loro profili di sedimentazione. Il primo tipo corrisponde alla struttura 
tubulare rinvenuta nella frazione a bassa densità, mentre il secondo si riferisce alle 
vescicole sferiche presenti a livello della frazione ad alta densità. 
Il reticolo endoplasmatico è associato ai meccanismi di endo- ed esocitosi 
alla base delle interazioni e degli scambi delle cellule con l’ambiente esterno. Tale 
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sistema interno di membrane, però presenta un’elevata complessità intesa in 
termini strutturali e funzionali. I ruoli a cui assolve sono molteplici, quali: 
- sintesi, ripiegamento, modificazione e trasporto proteici; 
- sintesi e distribuzione di fosfolipidi e steroli;  
- riserva e rilascio dello ione Ca2+ all’interno del citoplasma (Shröder, 
2008). 
Le perturbazioni di vario genere in tali funzioni, causano condizioni di 
alterazione dell’omeostasi del reticolo con consequenziale aggregazione ed errato 
ripiegamento proteico (misfolding), comunemente definite «stress del reticolo». 
Tale situazione è stata osservata durate condizioni fisiologiche come la mancanza 
di nutrienti e il differenziamento dei linfociti di tipo B in plasmacellule, così come 
in condizioni patologiche, quali infezioni virali, ischemia/riperfusione tissutale ed 







Struttura generale del reticolo endoplasmatico 
 
Un elevato numero di evidenze sperimentali hanno confermato che il 
reticolo endoplasmatico è un compartimento continuo che si estende dal nucleo al 
citosol. 
Dal punto di vista morfologico, il reticolo è solitamente distinto in: 
-  RER (rough endoplasmic reticulum), così definito per la presenza di 
ribosomi adesi, sul versante citoplasmatico, alle membrane che lo 
costituiscono; 
- SER (smooth endoplasmic reticulum), caratterizzato dal’assenza di 
ribosomi adesi alle proprie membrane. 
Le cellule che secernono un gran numero di proteine sono ricche in RER, 
mentre quelle che sintetizzano steroidi e le cellule muscolari hanno un SER 
abbondante.  
La localizzazione dei due tipi di reticolo all’interno della maggior parte 
delle cellule non prevede, solitamente, specializzazioni spaziali; la situazione 
varia notevolmente in altre cellule, dove le tipologie di reticolo sono nettamente  
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separate e ben localizzate.  
La morfologia del SER differisce molto da quella del RER, per la sua 
maggiore complessità della rete tubulare altamente ramificata che la costituisce 
rispetto all’organizzazione dell’altro. 
Una classificazione contemporanea, non basata sulla presenza dei ribosomi 
sulle membrane piuttosto sulla morfologia delle stesse, distingue una porzione con 
una tipica organizzazione tubulare e un’altra in cisterne appiattite; riconosce, 
inoltre, un ulteriore dominio costituente il reticolo endoplasmatico, quale l’NE 
(nuclear envelope). La microscopia elettronica evidenzia che l’ER e l’NE formano 
una struttura continua, condividendo alcuni componenti comuni e distinguendosi 
per altre specifiche strutture, come le NUPs (pore-forming nucleoporins), tipiche 












Le funzioni del reticolo endoplasmatico 
 
SINTESI PROTEICA. Il reticolo endoplasmatico assolve, in primis, al carico, 
alle modificazioni e allo smistamento delle proteine di nuova sintesi che saranno 
componenti strutturali e funzionali propri o di altri organelli e strutture cellulari, o 
destinate alla secrezione. 
I polipetidi nascenti, infatti, sono dotati di una specifica sequenza segnale 
alla loro estremità N-terminale che li convoglierà direttamente all’ER. Tale 
sequenza non è conservata e generalmente contiene aminoacidi idrofobici nella 
regione centrale. Essa viene riconosciuta da una particolare SRP (signal 
recognition particle), costituita da sei polipeptidi legati ad un piccolo RNA, che fa 
da spola tra il citoplasma e il reticolo. 
Quando la SRP riconosce e lega la sequenza segnale sul peptide nascente, si 
verifica un’interruzione della sintesi proteica in atto. Il complesso SRP-ribosoma 
trasloca, quindi, sulle membrane del reticolo, dove si lega all’SR (SRP Receptor). 
Al completamento di tale processo, vengono rilasciati sia l’SR che l’SRP e il  
 polipeptide nascente viene effettivamente trasferito grazie all’azione del TC 
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 (translocon complex).  
Ulteriori importanti fasi della sintesi proteica sono il ripiegamento (folding) 
e il corretto assemblaggio dei polipeptidi di nuova sintesi in complessi 
sovramolecolari.  
Il reticolo endoplasmatico è il principale organello cellulare coinvolto 
nell’omeostasi del calcio così come è importante considerare la stretta dipendenza 
del reticolo stesso allo ione, in quanto la maggior parte delle sue funzioni sono 
garantite dall’azione di enzimi, a loro volta, calcio-dipendenti. 
La regolazione del calcio citoplasmatico dipende dall’attività di trasportatori 
localizzati nelle membrane del reticolo endoplasmatico, come SERCA 
(Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase) che ne riduce le 
concentrazioni importando lo ione dal citoplasma al lume del reticolo, oppure 
RyR (Ryanodine receptor) e IP3R (inositol 1,4,5-trisphosphate receptor) che lo 




SINTESI LIPIDICA. Il reticolo endoplasmatico svolge un ruolo essenziale nella 
biogenesi lipidica, soprattutto per quanto concerne glicerofosfolipidi e 
sfingolipidi, i principali costituenti delle membrane biologiche. 
Il reticolo endoplasmatico è la sede della sintesi del colesterolo, che ha ruoli 
importanti all’interno della cellula, sia strutturali, quale stabilizzatore delle 
membrane biologiche, che funzionali, quale precursore di importanti molecole 













L’ER e la degradazione proteica 
 
Una delle principali funzioni del reticolo endoplasmatico è la sintesi delle 
proteine destinate alle vie di secrezione della cellula. Le proteine neosintetizzate, 
subiscono un ripiegamento fino al raggiungimento di una conformazione consona 
alla loro funzione biologica, attraverso successive modifiche postraduzionali 
come N-glicosilazione e formazione di ponti disolfuro.  
Allo scopo di esportare solo proteine funzionali e, quindi, correttamente 
ripiegate, il reticolo è la sede di un elevato numero di chaperoni che guidano il 
corretto folding. Allo stesso tempo essi svolgono un ruolo di controllo della 
qualità, provvedendo al sequestro e all’eventuale degradazione delle proteine che 
non hanno subito un corretto ripiegamento. 
I sistemi di degradazione proteica principali  sono: 
- il meccanismo ubiquitinazione-proteasoma, denominato «ERAD» (ER 
associated degradation); 
- il meccanismo lisosomiale, definito «macroautofagia», anche 
comunemente noto come «autofagia». 
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ERAD. Le proteine misfolded/unfolded vengono convogliate nuovamente 
nel citoplasma attraverso l’azione di specifiche proteine delle membrane del 
reticolo, che mediano il trasporto retrogrado, attraverso la formazione di canali 
all’interno del doppio strato fosfolipidico. La retrotrasporto è un processo attivo 
che richiede energia che deriva dall’idrolisi dell’ATP, catalizzata da altri enzimi 
specifici. 
Le proteine trasportate nuovamente nel reticolo subiscono il processo di 
ubiquitinazione: l’ubiquitina4 viene legata covalentemente, in un numero ripetuto 
e cospicuo di volte, ad un residuo di lisina del substrato proteico da degradare. La 
catena di poliubiquitina così formata, funge da segnale di degradazione e  la 
proteina viene convogliata all’effettivo sistema di degradazione: il proteasoma. 
Dopo l’accesso all’interno del proteasoma5, la proteina diviene substrato delle 
molteplici attività proteolitiche ivi presenti, che effettuano la completa 
degradazione della stessa e il riciclo della catena di poliubiquitina. 
                                                          
4 L’ubiquitina è un peptide formato  da 76 amminoacidi, di peso molecolare  8500 Da. È così 
denominata proprio perché è ubiquitaria, altamente conservata tra le specie (Meusser et al., 2005). 
5 Il proteasoma è un complesso molecolare con conformazione cilindrica, con una via di accesso e 
di uscita per le proteine ubiquitinate da degradare. È costituito da numerose sub unità proteiche 
organizzate in due anelli centrali e due cappucci alle estremità (Meusser et al., 2005). 
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AUTOFAGIA. L’autofagia è indotta dalla deprivazione di nutrienti. La chinasi 
AMPK risponde ai bassi livelli energetici della cellula, attraverso la segnalazione 
diretta mediata dalla riduzione del rapporto ATP/AMP. La chinasi così attivata, 
innesca una cascata di fosforilazione che porta, in ultima analisi, all’attivazione di 
proteine indispensabili per l’induzione dell’autofagia. Esse, infatti, medieranno il 
reclutamento, la nucleazione e l’espansione delle doppie membrane del reticolo 
che sequestreranno le sostanze destinate alla degradazione. Le proteine, i lipidi e 
anche interi organelli che solitamente costituiscono il contenuto di tali vescicole, 
saranno degradati attraverso l’azione degli enzimi lisosomiali con i quali entrano 
in contatto dopo la fusione delle suddette vescicole e i lisosomi stessi.  
Il reticolo endoplasmatico può essere considerato, quindi, come una fonte di 
membrane da cui originano gli autofagosomi. 
L’ER-fagia, la mitofagia e la perossifagia, sono processi autofagici 
organelli-specifici che causano la degradazione del reticolo endoplasmatico, dei 
mitocondri e dei perossisomi, rispettivamente. 
L’autofagia del reticolo è un meccanismo particolare che deriva 
dall’attivazione di una cascata di geni specifici.  
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Le condizioni di alterazioni causano, fin dai primi istanti, un aumento del 
volume del reticolo, atto a prevenire l’aggregazione tra le proteine in esso 
contenute. Successivamente si verifica il sequestro del materiale degradato 
all’interno delle vescicole a doppia membrana. È fondamentale ribadire l’aspetto 
che tali strutture vescicolari, così come il loro contenuto, derivano dal reticolo 
endoplasmatico stesso. Ne consegue l’ipotesi che l’ER ingloba se stesso perché si 
attui il processo autofagico, attraverso la successiva fusione delle vescicole con i 
lisosomi cellulari e la digestione enzimatica del loro contenuto. 
Inoltre, il processo di formazione di vescicole, si rivela fondamentale per il 
reticolo perché ne permette il ripristino delle normali dimensioni,  che erano 
aumentate come conseguenza immediata allo stress subito. Tale aspetto è stato 
evidenziato in studi su mutanti privi di proteasi vacuolari in cui, però, il reticolo 
era comunque in grado di formare le vescicole di degradazione, allontanando le 
proteine alterate e ripristinando i propri parametri dimensionali e funzionali   
(Bernales et al., 2006; Barnles et al., 2007). 
 
Nonostante l’ERAD sia stata descritta come il meccanismo preferenziale di 
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degradazione di proteine unfolded/misfolded, un ruolo ugualmente 
importante è riconosciuto al sistema autofagico. Infatti, studi recenti confermano 
come l’autofagia sia parimenti innescata durante le condizioni di stress del 
reticolo endoplasmatico ed è utile per la protezione della cellula dalla 















Aspetti generali della UPR 
 
Il reticolo endoplasmatico è un sistema cellulare di membrane caratterizzato 
da un elevato dinamismo, le cui complesse funzioni possono essere 
significativamente influenzate da una moltitudine di parametri dipendenti 
dall’ambiente interno ed esterno alla cellula stessa. Fattori quali la disponibilità di 
ossigeno (ipossia) e glucosio (ipoglicemia), l’ipertermia, l’acidosi, i livelli di 
calcio, il potenziale redox dell’ambiente, i livelli energetici, possono ripercuotersi 
sul corretto funzionamento del reticolo. 
 Le condizioni che alterano l’omeostasi del reticolo endoplasmatico e il suo 
corretto funzionamento generano uno stato particolare conosciuto come «stress 
del reticolo».  
La conseguenza diretta a tale situazione, che può rivelarsi estremamente 
dannosa per l’integrità cellulare, è l’accumulo di proteine non ripiegate 
(unfolded), o erroneamente ripiegate (misfolded) tossiche all’interno del lume 
reticolare. Il ripiegamento proteico è un processo complesso che dipende 
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dall’interazione di chaperoni, foldasi, enzimi di glicosilazione, nonché dagli stessi 
livelli di calcio e il potenziale redox dell’ambiente. 
L’aumento delle concentrazioni di proteine unfolded, misfolded, insolubili o 
in vario modo danneggiate, può causare danni irreparabili alle cellule, che 
rappresentano vere e proprie “minacce proteotossiche” che ne inficiano la 
sopravvivenza. 
Per ovvie ragioni, di fondamentale importanza si rivela il ripristino della 
suddetta omeostasi, ove possibile, per la corretta progressione del ciclo cellulare. 
L’insieme della risposte cellulari allo stress del reticolo è conosciuto come 
UPR (unfolded protein response).  
In un primo momento, la UPR tenta di restaurare la normale funzionalità del 
reticolo endoplasmatico, facendo uso di molteplici strategie di azione in parallelo 
o in serie. Ad esempio, l’espressione di chaperoni aumenta al fine di prevenire 
l’aggregazione proteica e garantire il corretto ripiegamento delle stesse. Nel 
contempo, viene ridotto il transito delle proteine in ingresso attraverso le 
membrane del reticolo e ne viene inibita, temporaneamente, la stessa sintesi. 
Inoltre, il reticolo aumenta sensibilmente il suo volume attraverso l’incremento 
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della sintesi dei lipidi di membrana, come evidenziano numerosi risultati di studi 
ultrastrutturali. In ultima analisi, fondamentale è anche la ERAD (ER-associated 
degradation) per le proteine unfolded/misfolded che non hanno subito un corretto 
processamento durante la fase di recupero della UPR, o l’attivazione 
dell’autofagia, meccanismo atto al riciclaggio di strutture cellulare soprannumerarie o 
difettose. 
Durante la UPR, le perturbazioni dell’omeostasi del reticolo sono avvertite e 
trasdotte, attraverso differenti segnali, al citoplasma e al nucleo perché venga 
attuata una risposta compensatoria. In tale processo sono coinvolti un gran 
numero di “sensori” dotati, tutti, di domini che si estendono dal citoplasma al 
lume del reticolo, attraversandone, come ponti, le membrane. 
Attualmente, sono stati descritti tre rami fondamentali della UPR: IRE1 
(inositol-requiring kinase 1), ATF6 (activating trascription factor-6), PERK 






IRE-1: il ramo centrale della UPR 
 
La cascata di segnalazione del sistema UPR è attivata da specifiche proteine 
integrali di membrana  del reticolo endoplasmatico. Tali proteine sono dotate di 
una porzione rivolta all’interno del lume del reticolo e di una porzione 
citoplasmatica. Le estremità rivolte nel lume, con caratteristiche recettoriali, 
pescano nell’ambiente del reticolo, interagendo con le proteine neoformate che 
subiscono il proprio ripiegamento funzionale. Le estremità citoplasmatiche di tali 
proteine, invece, sono le porzioni effettrici che hanno la capacità di interagire, 
attraverso l’interazione con altri mediatori, con gli apparati trascrizionali e 
traduzionali della cellula.  
Il primo trasduttore di stress è stato identificato nel lievito attraverso lo 
screening delle mutazioni che bloccano l’attivazione del sistema  inducibile UPR 
(Ron and Walter, 2007). 
Il gene in questione, ire-1, codifica per una proteina integrale di membrana 
di tipo 1, a singolo passo, localizzata a livello del reticolo endoplasmatico, ed è 
dotata dell’estremità N-terminale rivolta nel lume e l’estremità C-terminale 
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citoplasmatica provvista, inoltre, di una regione effettrice con doppia attività 
enzimatica, sia chinasica che endoribonucleasica. 
IRE-1 (inositol-requiring enzyme-1) è lo starter del ramo della UPR 
maggiormente conservato dal punto di vista filogenetico. 
In circostanze di unfolding/misfolding proteico, IRE-1 oligomerizza nel 
piano della membrana del reticolo causando, in tal modo, la trans-
autofosforilazioe dei propri domini chianasici venutisi a giustapporre.  
L’oligomerizzazione appena descritta può essere considerata conseguenza diretta 
del legame della porzione rivolta nel lume del reticolo di IRE-1 con proteine 
unfolded/misfolded. Essa, infatti, mostra affinità strutturale con i domini leganti 
pepdtidi (peptide-binding domains) del complesso  maggiore di istocompatibilità.  
Inoltre, altre ipotesi propongono il rilascio di specifici chaperoni (BiP/GRP-
78) repressori dell’oligomerizzazione, o una combinazione di entrambi i fenomeni 
di trasduzione, ed in particolare: l’oligomerizzazione è dovuta al rilascio da parte 
degli chaperoni repressori, mentre l’attivazione è mediata dal legame con proteine 
mal ripiegate o non ripiegate nel lume del reticolo. 
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Attraverso un meccanismo di trasduzione scarsamente conosciuto, la trans-
autofosforilazione del dominio chinasico di IRE-1 attiva la sua ulteriore porzione 
effettrice: tale endoribonucleasi, infatti, attraverso la sua attività enzimatica, 
provvede allo splicing di uno specifico substrato. Il candidato è l’mRNA che  
codifica per il fattore XBP-1 (X-box binding protein-1). 
IRE-1 compie due tagli sull’mRNA precursore di XBP-1 portando, quindi, 
all’allontanamento dell’introne. Le fasi successive prevedono la saldatura delle 
nuove estremità 5’ e 3’ formatesi e la formazione di un mRNA definitivo che sarà 
tradotto in un attivatore specifico per i geni della UPR.  
Gli enzimi responsabili delle fasi appena descritte non sono stati ancora 
identificati, ma recenti scoperte  indicano che il taglio intronico e la saldatura 
delle estremità avvengono in associazione con il reticolo endoplasmatico, dato il 
forte legame dell’mRNA di XBP-1 con le stesse membrane. 
Il precursore e la forma matura del messaggero di XBP-1 sono tradotti 
entrambi all’interno della cellula. Le proteine che ne derivano sono marcatamente 
differenti in quanto, la porzione intronica nel precursore, cambia completamente 
lo schema di lettura; esse, inoltre, mostrano proprietà funzionali differenti. 
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La forma sXBP-1, derivante dalla traduzione del messaggero maturo, è 
molto più stabile e svolge una potente azione attivante sui geni bersaglio della 
UPR, contrariamente alla forma alternativa uXBP-1, codificata dal precursore 
dell’mRNA, molto più labile e con caratteristiche repressive. 
La via appena descritta gode di sistemi di controllo attraverso i quali 
avviene la modulazione dell’intera trasduzione del segnale. Gli stessi mRNAs di 
XBP-1 sono, infatti, bersagli molecolari all’interno delle stessa cascata di 
segnalazione.  
I livelli dei messaggeri di XBP-1 aumentano decisamente come effetto 
dell’induzione delle prime fasi della UPR, e continuano ad aumentare per tutta la 
durata della fase di stress del reticolo, per decrescere, poi, durante la fase di 
ripristino e la consequenziale inattivazione di IRE-1. I precursori dei messaggeri 
di XBP-1 neotrascritti non subiscono splicing, e codificano per un polipeptide con 
funzione inibitoria nella cascata di segnalazione, in quanto promuove il sequestro 
dello stesso dal nucleo e ne favorisce la degradazione attraverso il proteasoma.  
Secondo le ipotesi, la terminazione del segnale avviene attraverso la 
combinazione di più fattori, quali l’eterodimerizzazione delle forme alternative di 
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XBP-1, uXBP-1 e sXBP-1, e la competizione delle stesse per i specifici siti di 
legame. Si riconosce, inoltre, per la forma immatura dell’mRNA di XBP-1, la 
proprietà fondamentale di rendere più fine la regolazione dei geni bersaglio. 
Il ruolo e l’importanza funzionali di IRE-1 e HAC-1 (omologo di XBP-1 nei 
Metazoi) sono stati ampiamente dimostrati attraverso studi condotti sul lievito, 
che confermano la diretta connessione dei difetti di espressione genica conla 
mancanza degli stessi meccanismi all’interno delle cellule.  
La situazione rimane , invece, piuttosto oscura per gli Eucarioti superiori. 
Le cellule di Mammiferi sono dotate di due paraloghi di IRE-1, quali IRE-
1α e IRE-1β, che condividono un’omologia strutturale ma si differenziano nelle 
loro funzioni. Nelle condizioni di stress del reticolo, infatti, IRE-1α attiva la via di 
trasduzione descritta, mentre IRE-1β attenua la sintesi proteica mediando il taglio 
proteolitico sito-specifico dell’RNA ribosomiale 28S. 
Studi condotti su embrioni murini, difettivi dei geni per IRE-1 o XBP-1, 
evidenziano come essi non continuano lo sviluppo e si verificano interruzioni 
delle gestazioni in periodi sovrapponibili in entrambi i casi. Inoltre, approcci 
computazionali estesi all’intero genoma hanno rivelato come nessun altro mRNA 
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nei Mammiferi mostri una sovrapposizione con le ampie sequenze di lettura e 
introni fiancheggiati dai siti di taglio tipici di IRE-1. Proprio per questo il 
precursore del messaggero di XBP-1 è considerato l’unico substrato di IRE-1. 
In altri sistemi di riferimento, quale Caenorhabditis elegans, è stata 
evidenziata una non corrispondenza tra i difetti fenotipici e le mutazioni dei geni 
ire-1 e xbp-1, suggerendo l’esistenza di altre vie di segnalazione alternative a 
quella di IRE-1. 
Inoltre, con elevata probabilità, nei Metazoi IRE-1 svolge la sua funzione di 
trasduttore con meccanismi che esulano dalla sua attività nucleotidica, così come 
subisce regolazioni ad opera di altri fattori, come i componenti pro-apoptotici 
della famiglia Bcl-2 (Bax e Bak), e altri importanti modulatori del metabolismo 
cellulari, ritrovandosi coinvolta in altre vie di segnalazione interconnesse alla 
UPR. Ad esempio, IRE-1α nei Mammiferi, nelle condizioni di stress attiva, JNK 
(Jun-N-terminal-kinase) ed interagisce con i componenti  della macchina di morte 
della cellula, come la caspasi 12, in maniera indipendente dalla sua attività 
RNasica, o promuovendo l’autofagia, o promuove la sopravvivenza cellulare 
attraverso l’attivazione d c-jun. Tali evidenze confermano il ruolo centrale di tali 
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trasduttori nell’attivazione dei sistemi alternativi di morte programmati o 
sopravvivenza cellulare connessi allo stress del reticolo endoplasmatico e alla 

















ATF6: la UPR e la proteolisi regolata 
 
Gli studi volti alla ricerca di ulteriori proteine che regolano i geni della UPR 
hanno portato alla luce numerosi fattori trascrizionali che regolano l’insieme di 
quei geni dotati di elementi CRE (cAMP response element) e hanno condotto, in 
particolare, all’identificazione di ATF-6, nonché il più noto.  
Dopo dieci anni dalla sua iniziale descrizione, l’attività trascrizionale di 
ATF-6 è stata effettivamente connessa alla UPR nei Mammiferi, in quanto è stato 
dimostrata la sua capacità di legarsi agli ERSE (ER stress response elements) nei 
promotori dei geni bersaglio. Tale fattore solo recentemente, quindi, è stato 
definito membro fondatore di una nuova classe di trasduttori dello stress del 
reticolo, specifici per i Metazoi. La sub-famiglia dei fattori CREB3 si associa, 
infatti, a ATF6 per la propria funzione di “sensore”. Essi sono espressi in grado 
variabile nei vari tipi cellulari, così come variano nella loro abilità di iniziare le 
segnalazioni di stress. 
ATF6 è conosciuto come una proteina integrale di membrana, a passo 
singolo di tipo 2. In esso si riconoscono tre domini strutturali, quali l’estremità C-
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terminale nel lume, dotata di GLS (Golgi localization sequences), la porzione 
transmembrana e l’estremità N-terminale citosolica. Inoltre, ne sono state descritte 
due isoforme ATF-6α eATF-6β che giocano ruoli opposti nella UPR, in quanto 
ATF-6β è un repressore trascrizionale del segnale trasdotto da ATF-6α, mediando 
quindi un’azione regolatrice negativa sul ramo della UPR mediato da 
quest’ultimo. L’isoforma repressiva, infatti, compete con quella attivante per il 
legame ai promotori dei geni bersaglio. Durante la UPR, i livelli di ATF-6β 
regolano l’intensità e la durata delle risposte all’azione di ATF-6α, nonché la 
suscettibilità della cellula alla morte.  
In situazioni basali, ATF-6 è ritenuto all’interno del reticolo endoplasmatico 
attraverso l’interazione con lo chaperone BiP//GRP-78 e la calreticulina. Durante 
le condizioni di stress, ATF-6 viene trasportato dal reticolo endoplasmatico 
all’apparato di Golgi, dove subisce tagli proteolitici operati da specifiche proteasi 
ivi residenti. Il primo taglio avviene ad opera di S1-P (site 1-protease), mentre il 
secondo ad opera della S2-P (site 2-protease), a carico della regione 
intermembrana della proteina, in modo che venga rilasciata la porzione citosolica 
(N- terminale) legante il DNA, definita come p50ATF-6/ATF-6f (“f”: 
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 frammento).  
Data la suddetta proprietà, tale frammento trasloca nel nucleo per attivare 
l’espressione genica. ATF-6f promuove la trascrizione de geni coinvolti nella 
UPR, come quelli codificante lo chaperone BiP/GRP78, lo stesso XBP-1, la 
pompa per il calcio SERCA e il fattore di trascrizione CHOP. 
Inoltre, ATF-6f riveste un ruolo fondamentale anche nella regolazione del 
volume del reticolo endoplasmatico con un meccanismo indipendente, quindi, 
dall’attivazione di XBP-1, e potenzia l’adattamento cellulare alle condizioni 
croniche di stress del reticolo per la cellula. 
L’apparato proteolitico appena descritto, responsabile dell’attivazione delle 
proteine ATF-6, è condiviso con le proteine SREBPs (sterol response element 
binding proteins), fattori trascrizionali coinvolti nel metabolismo lipidico. In 
entrambi i casi, infatti, è previsto il trasporto dei precursori inattivi dal reticolo 
endoplasmatico all’apparato del Golgi.  I segnali di inizio del trasferimento nei 
due sistemi di trasduzione restano, però , differenti: il rilascio causato dalla 
repressione operata dagli steroli per le proteine SREBPs; l’aumento delle 
concentrazioni di proteine unfolded/misfolded nel caso di ATF-6. Tale aumento di 
89 
 
concentrazioni può essere avvertito dai domini proteici rivolti nel lume del 
reticolo in maniera diretta o indiretta (mediata da chaperoni, BiP/GRP-78), così 
come descritto per IRE1, che causa  quindi l’immediato trasferimento di ATF-6 
tra i compartimenti cellulari. 
Numerose altre proteine sono correlate ad ATF-6 e sono ancorate alle 
membrane del reticolo, come evidenziano gli studi condotti per l’analisi strutturali 
delle stesse; è stato dimostrato che esse sono attivate attraverso taglio proteolitico 
regolato da condizioni di stress del reticolo. Inoltre, alcune proteine non hanno 
attività regolatrice, ma aumentano la capacità di secrezione di alcune cellule in 
determinati stati flogistici di specifici organi e tessuti, evidenziando, quindi, una 









PERK: la UPR e il controllo traduzionale 
 
La terza via di segnalazione dello stress del reticolo è operata dal fattore 
PERK, che mostra caratteristiche parzialmente simili a IRE-1.  
PERK, infatti, è una proteina integrale di tipo 1, inserita nelle membrane del 
reticolo endoplasmatico, con la porzione recettoriale rivolta nel lume dello stesso. 
Tali domini risultano filogeneticamente correlati, nonché strutturalmente e 
funzionalmente simili, e sperimentalmente intercambiabili. 
La porzione citoplasmatica di PERK contiene, allo stesso modo, un dominio 
con funzione chinasica, che si attiva attraverso una trans-autofosforilazione e 
l’oligomrizzazione nelle cellule con stress del reticolo. 
La differenza sostanziale che distingue PERK da IRE-1 consiste nel numero 
di substrati verso cui è rivolta l’attività enzimatica dei domini chinasici: mentre 
IRE-1 attua una semplice autofosforilazione, PERK fosforila la subunità α del 
fattore eIF-2 (eukaryotic translation initiation factor-2) a livello della Ser51. Tale 
fosforilazione inibisce il fattore di scambio guanosinico eIF-2B, un complesso 
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 proteico pentamerico che ha la funzione di convertire eIF-2 nella sua forma 
attivache lega GTP. I bassi livelli di eIF-2 in forma attiva causano la riduzione a 
valle l’intero processo traduzionale, inibendone l’inizio. Ciò contribuisce 
all’accumulo delle proteine neoformate nel lume del reticolo già stressato. Per la 
riduzione del carico del reticolo è fondamentale la fosforilazione subita eIF-2α 
operata da PERK, in quanto contribuisce alla trasduzione del segnale della UPR 
attraverso l’attivazione trascrizionale di molti geni bersaglio coinvolti. 
I profili di espressione analizzati in cellule knock-out per il gene codificante 
PERK mostrano una sintesi difettiva di specifici mRNAs implicati nel corretto 
svolgimento della UPR. Difetti simili vengono osservati anche in cellule con 
mutazione a livello della Ser51Ala del fattore eIF-2α, che impedisce la 
fosforilazione dello stesso. Tali evidenze confermano il ruolo cruciale di PERK 
nel controllo dell’espressione di numerosi geni coinvolti nel programma di 
risposta allo stress del reticolo, così come la forte dipendenza dalla fosforilazione 
del fattore eIF-2α. 
La correlazione tra la fosforilazione di eIF-2α e l’espressione di geni attivati 
 è conservata anche negli Eucarioti. Nel lievito, la suddetta fosforilazione causa  
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l’aumento della trascrizione di GCN-4 (general control non-depressible-4), un 
fattore di trascrizione implicato nella risposta cellulare alla deprivazione di 
amminoacidi.  
La regione 5’ non tradotta del gene gcn-4 contiene a monte una uORFs 
(upstream open reading frame) non codificante inibitoria che previene la 
traduzione della ORFs codificante a valle nelle cellule non stressate. Durante le 
condizioni di stress, in cui è limitata l’attività del fattore eIF-2 ad opera della 
fosforilazione a carico di eIF-2α, i ribosomi riescono a superare l’ostacolo delle 
uORFs e a condurre la traduzione di gcn-4. Tale aspetto è conservato nei 
Mammiferi dal fattore trascrizionale ATF-4 (omologo di Gcn-4 nei Metazoi), la 
cui trascrizione è, a sua volta, indotta dalla fosforilazione di eIF-2α. 
Elevati livelli di eIF-2α fosforilato possono attivare anche NFκB, ma la 
determinazione dei meccanismi di azione resta ancora per alcuni aspetti 
controversa. Inoltre restano da chiarire i meccanismi che confermino il ruolo di 
NFκB nell’induzione della UPR dipendente da PERK e indipendente da ATF-4, 
così come l’individuazione di numerosi effettori molecolari attivati dalla 
fosforilazione di eIF-2α che intervengono nella via di segnalazione di PERK. 
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Inoltre un gran numero di meccanismi di trasduzione convergono sul fattore eIF-
2α fosforilato e attivano un insieme comune di geni, rimanendo comunque esuli 
dallo stress del reticolo. 
Al fine della sopravvivenza, le cellule devono finemente regolare i livelli di 
eIF-2α fosforilato. L’attivazione di PERK, operata in condizioni di stress, è 
rapidamente ripristinata, durante la stessa fase di recupero dell’omeostasi del 
reticolo, attraverso la defosforilazione del fattore. I meccanismi di regolazione e le 
fosfatasi coinvolte restano ancora sconosciuti, ma è stato stabilito che il fattore 
eIF-2α fosforilato subisce una regolazione negativa. Sono stati identificati due 
componenti di tale processo, quali GADD-34 (growth arrest and DNA-demage-
inducible protein-34) e CReP (constitutive repressor of eIF-2α phosporylation). 
Essi codificano per le subunità di due complessi con attività fosfatasica che in 
maniera indipendente defosforilano eIF-2α. CReP è costitutivamente espresso e 
contribuisce alla defosforilazione basale del fattore bersaglio, mentre GADD-34 è 
indotto dallo stesso programma di espressione di geni attivato dalla medesima 




Integrazione delle risposte dei rami della UPR 
 
I “sensori” dello stress del reticolo endoplasmatico fanno uso di meccanismi 
ed effettori differenti per l’attivazione della UPR ma, in alcuni punti, le tre vie di 
trasduzione comunicano. Uno dei primi esempi è la stretta relazione che intercorre 
tra la cascata di segnalazione attivata da IRE-1α e ATF-6. La forma di XBP-1 
derivante dalla traduzione del messaggero non maturo è un regolatore negativo 
della forma di XBP-1 derivante dal mRNA maturo, ma indirizza anche la forma 
attiva di ATF-6 al proteasoma. D’altro canto, lo stesso ATF-6 forma eterodimeri 
con XBP-1 per promuovere la degradazione dei componenti ERAD. 
La via di segnalazione di PERK è collegata a IRE-1α e ATF-6, così come 
evidenziano  risultati di studi condotti con forme dominanti negative6 di PERK 
che attivano le vie di sì trasduzione di ATF-6 e XBP-1. Altri studi, inoltre, 
mostrano che PERK potenzia la sintesi di ATF-6 e il suo trasferimento dal 
reticolo endoplasmatico all’apparato del Golgi. 
                                                          
6Una mutazione dominate negativa a carico di una forma allelica di un gene porta alla formazione 
di un prodotto mutato,  il quale interferisce anche con la funzione di quello derivante dall’altro 




La connessione che si evince tra le tre vie di segnalazione della UPR 
dimostra l’insorgenza dei diversi difetti a vari livelli associati alla perdita anche di 
un singolo “sensore” implicato nelle vie di segnalazione. 
Le risposte che derivano dall’azione integrata dei sensori molecolari dello 
stress del reticolo contribuiscono all’adattamento o alla morte della cellula, ma 
rimane sostanzialmente sconosciuta la modalità con la quale ognuno dei diversi 
rami contribuisce all’effetto biologico finale. Un numero svariato di lavori 
condotti a tal fine dimostrano come l’attività di IRE-1 e ATF-6 sono attenuate 
dalla persistenza dello stress del reticolo, condizione che non altera invece 
l’attività di PERK. Le evidenze sperimentali confermano, infatti, il ruolo di PERK 
nell’ostacolare la proliferazione cellulare a vantaggio dell’apoptosi. In 
contrapposizione, l’attivazione della via di IRE-1α, per un analogo periodo di 
tempo, non promuove la morte cellulare, a vantaggio della proliferazione. Ciò 
dimostra che il destino che segue lo stress del reticolo per una cellula dipende 





UPR e metabolismo cellulare 
 
Uno dei principali obbiettivi della UPR è il ripristino dell’equilibrio tra 
proteine caricate e ripiegate e all’interno del reticolo endoplasmatico. Da un punto 
di vista metabolico, il folding proteico nel reticolo endoplasmatico è un processo 
dispendioso, per le elevate richieste energetiche. Ad esempio, gli zuccheri sono 
necessari per la N-glicosilazione delle proteine neosintetizzate, gli equivalenti 
riduttivi sono consumati per la formazione dei ponti disolfuro e un appropriato 
supplemento di ATP è essenziale per l’accumulo di calcio nel reticolo e l’attività 
degli chaperoni. 
Uno degli effetti più noti dell’attivazione della UPR sul metabolismo 
cellulare è l’attenuazione della sintesi proteica attraverso la fosforilazione del 
fattore eIF-2α. Come regolazione negativa riduce il carico di proteine nel reticolo 
ed aumenta la disponibilità di ATP per altri scopi, quali il corretto folding delle 
proteine o la degradazione per quelle non ripristinabili. Nonostante ciò, solo 
recentemente il cross-talk tra la UPR e i principali regolatori metabolici hanno 
ricevuto la dovuta attenzione (Bravo et al., 2013). 
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UPR e patologie 
 
Le alterazioni fisiopatologiche delle concentrazioni di ioni calcio 
intracellulari connesse alla segnalazione dello stress del reticolo endoplasmatico, 
sono il segno distintivo di un’ampia gamma di patologie come il diabete mellito di 
tipo 2, l’insulino-resistenza, disturbi cardiovascolari e il morbo di Alzheimer 
(Kellery et al., 2002; Lim et al. 2009). Tali patologie sono caratterizzate da una 
marcata riduzione del metabolismo cellulare: i meccanismi molecolari 
responsabili di tali disfunzioni restano però non completamente compresi. Come 
precedentemente evidenziato, le alterazioni nei contatti tra reticolo 
endoplasmatico e mitocondri e, in maniera più rilevante, quelle a carico del 
trasferimento degli ioni calcio tra essi, possono causare disfunzioni mitocondriali 
e gli squilibri metabolici osservati in tali patologie. Inoltre, studi recenti 
individuano nelle alterate relazioni reticolo/mitocondri un’importante concausa 
nella crescita e nella progressione tumorale di determinate cellule. 
Studi su modelli sperimentali hanno evidenziato l’incremento della UPR a 
carico degli epatociti di animali obesi (Ozacn et al., 2004), così come della 
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concentrazione di markers specifici dello stress del reticolo come GRP-78, sXBP-
1, eIF-2α fosforilato e JKK (Boden et al., 2008) nel tessuto adiposo di individui 
con insulino-resistenza. 
Tutte le vie della UPR sono attivate durante il verificarsi di danni ischemici 
(Glembotski, 2007). Infatti, la mancanza di ossigeno e nutrienti rappresenta una 
seria minaccia per la vitalità dei cardiomiociti. A livello meccanicistico, 
l’insufficiente produzione di ATP, rende impossibile la formazione dei ponti 
disolfuro nelle proteine neosintetizzate e favorisce un’inappropriata regolazione 
del calcio, entrambi processi considerati alla base dell’induzione della UPR, in 
quanto il loro cattivo funzionamento potrebbe inficiare importanti meccanismi 
nella formazione delle proteine (folding, glicosilazione, ecc.). 
Nei neuroni e in molti modelli sperimentali di malattie neurodegenerative, il 
calcio svolge un importante ruolo come secondo messaggero, controllando le 
funzioni sinaptiche e la stessa vitalità cellulare. Nelle condizioni basali, le 
concentrazioni citoplasmatiche di Ca2+ sono comprese nell’intervallo 5 nM e 50 
nM, mentre nel reticolo endoplasmatico raggiungono i 300 µM (Pozzan et al., 
1994). Molti chaperoni contenuti nel reticolo necessitano di concentrazioni di ioni 
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calcio ottimali per la loro attività nel ripiegamento e nella maturazione proteici. 
Ne deriva che l’alterata attività di tali proteine e, quindi, variazioni a carico del 
reticolo, possono essere alla base dell’eziopatogenesi di molti disturbi neurologici 
(Corbett et al., 1999; Ashby e Tepikin, 2001). Inoltre, l’aumento delle 
concentrazioni di ioni calcio nel citoplasma, a causa di una  mancata regolazione 
delle stesse, può indurre la cellula neuronale alla morte programmata per apoptosi 
indotta dai mitocondri, data l’importante ruolo di questo ione in tale processo. Ne 
consegue, nuovamente, l’importante mantenimento delle relazioni 
reticolo/mitocondri (Wang et al., 1999). 
L’elevato tasso proliferativo delle cellule tumorali richiede un aumento della 
sintesi di proteine e membrane. Queste variazioni inducono i notevoli 
cambiamenti a carico del macchinario biosintetico del reticolo endoplasmatico e 
l’accumulo degli errori a suo carico per l’aumentato tasso di incidenza degli errori 
compiuti dallo stesso. In tale contesto, sono essenziali le fasi di adattamento che 
implicano un aumento (non sempre attuabile) delle capacità cellulari di sostenere 
un corretto folding proteico, per sostenere il sovraccarico funzionale.  
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La proliferazione cellulare tipica della crescita tumorale è spesso associata 
condizioni di ipossia e mancanza di nutrienti, comunemente definita «starvation». 
Una delle possibilità è che le cellule si adattino a tali condizioni di stress 
attraverso l’attivazione di sistemi UPR, quale preludio per la progressione 
neoplastica, soprattutto in quelle cellule in cui lo stress protratto del reticolo 
conduce ad adattamenti piuttosto che a ripristino dell’omeostasi o risolutiva morte 
per apoptosi.  
Con l’attuazione della UPR come stato adattativo, le cellule tumorali, infatti, 
si distinguono per la loro capacità di sopravvivenza in particolari condizioni 
proibitive che condurrebbero a morte le normali cellule dei Mammiferi, quali 
elevati livelli di ROS e alti tassi di sintesi proteica, oltre che la già citata 
starvation. Entrambi questi aspetti sono importanti oggetti di studio in atto per 
poter confermare il ruolo della UPR nei meccanismi molecolari che portano 
all’oncogenesi e alla progressione dei tumori, nonché la possibilità di mirare ad 
essa per eventuali strategie terapeutiche. I bersagli terapeutici più plausibili, dai 
dati emergenti dagli studi preliminari, riguardano tutti aspetti derivanti dalla UPR: 
si progetta l’uso di sostanze che inducano l’accumulo di proteine misfolded che 
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possano attivare meccanismi risolutivi alternativi quali ERAD, nonché capaci di 









Il termine apoptosi è stato usato per la prima volta da Kerr, Wyllie e Currie 
nel 1972 per descrivere una particolare forma di morte cellulare, sebbene molti 
caratteri che contraddistinguono questo processo furono descritti già molti anni 
prima. 
L’apoptosi si verifica normalmente durante lo sviluppo ontogenetico, come 
un meccanismo morfogenetico, od omeostatico, volto a mantenere costante il 
numero di cellule che costituisce un tessuto.         
Esso, inoltre, interviene come meccanismo di difesa di cui la cellula dispone 
per fronteggiare le conseguenze derivanti da danni ormai avvenuti. Un esempio 
sono le reazioni immunitarie, in cui le cellule killer muoiono per apoptosi dopo 
aver fagocitato gli agenti estranei venuti a contatto con l’organismo. Le cellule 
attuano l’apoptosi anche in risposta ad agenti nocivi di vario genere, affinché essi 
non abbiano conseguenze devastanti sull’andamento del ciclo vitale delle stesse. 
Molti sono gli stimoli, sia fisiologici sia patologici, in grado di attivare 
questo tipo di morte cellulare, ma non tutti le cellule rispondono con la morte allo 
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stesso tipo di stimolo. Le radiazioni o i composti usati per il trattamento 
chemioterapico del cancro sono rispettivamente agenti fisici e chimici di cui, in 
modo esemplificativo, si ripropone la natura dannosa della loro azione sul DNA e 
la loro capacità di indurre morte cellulare per apoptosi. Il medesimo effetto può 
essere attuato da altri agenti, anche fisiologicamente prodotti dall’organismo, 
quali gli  ormoni corticosteroidei.   
La natura eterogenea degli stimoli subiti da una cellula può indirizzare la 
stessa verso scelte diverse di modelli di morte da attuare. 
La morte cellulare perviene, infatti, oltre che per apoptosi, anche attraverso 
altri meccanismi, come la necrosi. 
L’apoptosi e la necrosi sono manifestazioni morfologicamente e 
funzionalmente divergenti di uno stesso fenomeno. Solitamente si verificano 
separatamente, ma vi sono casi di simultaneità. Il sottile confine che le separa, 






Caratteri morfologici delle cellule apoptotiche 
 
La microscopia ottica e maggiormente quella elettronica hanno permesso di 
cogliere i parametri salienti che delineano la peculiarità del fenomeno 
dell’apoptosi. 
Durante le primissime fasi di morte apoptotica, caratteristiche tipiche sono 
la “contrazione” cellulare e la picnosi, ben visibili al microscopio ottico. Le 
cellule, contraendosi, perdono la loro naturale grandezza; acquisiscono una 
maggiore densità citoplasmatica e gli organelli sono fortemente addensati.  
Con il termine picnosi, invece, si indica una sorta di “contrazione nucleare”, 
quale conseguenza diretta della condensazione della cromatina, ed è la 
caratteristica più comune attribuita all’apoptosi. 
L’esame istologico con colorazione con ematossilina ed eosina, conferma 
l’interessamento di cellule singole o piccoli gruppi nel processo apoptotico. 
Le cellule apoptotiche appaiono rotondeggianti o vagamente ovali, in 
quanto perdono i loro contatti con le cellule vicine, fenomeno valido almeno per 
le cellule che crescono nell’architettura definita di un tessuto solido. Mostrano un 
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citoplasma fortemente eosinofilo e un nucleo intensamente colorato in viola, con 
zolle cromatiniche: sono conseguenze dirette delle modifiche morfologiche prima 
descritte. 
La microscopia elettronica bene si presta alla definizione delle 
caratteristiche subcellulari e delle modifiche pervenute. La picnosi nucleare, ad 
esempio, interessa inizialmente il materiale genetico periferico, collocato 
immediatamente al di sotto dell’involucro nucleare, o anche crea zolle 
uniformemente distribuite. 
La membrana plasmatica forma estese evaginazioni, definite «blebs». Sono 
importanti preformazioni da cui si staccheranno frammenti cellulari, attraverso un 
fenomeno detto di «gemmazione». I frammenti sono i “corpi apoptotici” e 
consistono di materiale e organelli citoplasmatici fortemente impacchettati. 
Possono contenere o meno frammenti nucleari. 
Ogni componente cellulare mantiene la propria integrità e sono racchiusi da 
porzioni di membrana plasmatica, che ne evita la fuoriuscita nei liquidi 
interstiziali. In tal modo, i corpi sono successivamente fagocitati da macrofagi, 
cellule vicine e degradati all’interno dei fagolisosomi. Tali cellule “spazzine” sono 
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anche chiamate «tingible body macrophages», per la presenza di frammenti 
nucleari delle stesse cellule apoptotiche inglobate, che sono messi in evidenza 
come corpi intensamente colorati con varie tecniche di colorazione. Il fenomeno 
mediato dall’azione macrofagica è alla base dell’assenza di razioni infiammatorie 
connesse all’apoptosi, grazia a fattori quali: 
a) le cellule morenti non rilasciano i loro componenti nei tessuti interstiziali 
circostanti e non mediano, quindi, l’infiammazione; 
b) esse sono facilmente e prontamente fagocitate, prevenendo fenomeni 
secondari di necrosi; 
c) le cellule fagocitate non inducono la produzione di citochine 
infiammatorie. 
Sebbene l’apoptosi e la necrosi si mostrano come le classiche due facce 
della stessa “moneta morte”, essi restano due processi che presentano delle 
sostanziali differenze tra loro. 
La necrosi è considerata come un processo tossico dove le cellule sono 




Nonostante ciò, esiste un filo di congiunzione tra i due processi. 
Le evidenze sperimentali indicano che la necrosi e l’apoptosi rappresentano 
l’espressione morfologica di una rete biochimica in parte condivisa, designata 
come «continuum apoptosi-necrosi». Per esempio, fattori che convertono un 
processo apoptotico in uno necrotico includono un decremento dell’attivazione 
delle caspasi cellulari (gli enzimi di maggiore rilievo nell’attivazione e nella 
progressione della cascata di morte) e la carenza delle concentrazioni di ATP tra 
le riserve della cellula. Il tipo di tessuto, lo stadio di sviluppo e la natura dello 
stimolo sono altri fattori che possono influenzare la scelta del programma di morte 
da attuare. 
L’istologia classica difficilmente permette di distinguere con certezza la 
necrosi dall’apoptosi (come l’uso di coloranti vitali: vedi oltre). 
La necrosi è un processo incontrollato e passivo che solitamente colpisce un 
largo rango di cellule mentre, l’apoptosi, è controllata e dipende dall’apporto 
dell’energia prodotta dall’apparato biochimico cellulare, e può interessare singole 
cellule o piccoli gruppi, come già accennato. 
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Il danno necrotico consta essenzialmente di due meccanismi  principali, 
quali la deplezione energetica e danno diretto alle membrane. 
Le cellule necrotiche si rigonfiano; formano vacuoli citoplasmatici; 
mostrano i sistemi membranosi interni, reticolari e golgiani, molto dilatati.; i 
mitocondri appaiono rigonfi e con danni alle membrane; i ribosomi sono 
dissociati nelle loro subunità costituenti; i lisosomi sono rigonfi e collassano; 
infine la membrana presenta numerose evaginazioni e può rompersi in svariati 
punti. 
Alcuni autori sottolineano la responsabilità della perita dell’integrità della 
membrana, così come della degenerazione lisosomiale, nel favorire il rilascio 
all’esterno del contenuto cellulare e nell’attivare, quindi, i fenomeni infiammatori 








Aspetti biochimici dell’apoptosi: via intrinseca e via estrinseca 
 
Le cellule apoptotiche esibiscono un gran numero di modificazioni 
biochimiche le cui conseguenze dirette sono gli aspetti morfologici già esposti. 
 La “biochimica apoptotica” include tagli e aggregazioni proteiche, rotture 
nel DNA e soprattutto l’espressione di sistemi di riconoscimento fagocitico che è 
uno dei caratteri della cellula apoptotica, come già descritto. 
Il fondamento dell’attivazione e della progressione dell’apoptosi stessa 
risiede nella natura e nella azione di una determinata categoria di proteine, quali le 
«caspasi». Esse sono delle cistein-proteasi con spiccata specificità per i residui di 
acido aspartico. 
Le caspasi propriamente responsabili dell’attivazione della cascata 
apoptotica sono dette «iniziatrici» e si distinguono dalle altre, le «esecutrici» che 
sono il braccio secolare. 
Come tutti i processi biologici essenziali, esiste una ridondanza di vie che 
portano alla apoptosi. Generalmente se ne distinguono due tra le più importanti, 
distinte come «via intrinseca» e «via estrinseca». Entrambe sono costituite da più 
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livelli di attivazione/esecuzione, e più “attori molecolari” cellulari ne entrano a far 
parte. Questo è un importantissimo aspetto che permette la fine regolazione 
dell’apoptosi e l’eventuale blocco della  stessa, essendo comunque un processo 
reversibile. 
Sono stai scoperti, infatti, numerosi inibitori di molti recettori di morte, 
quale c-FLIP e gli inibitori degli agonisti proteici dell’apoptosi, IAP.  















VIA ESTRINSECA. Viene così definita la modalità di induzione del processo 
apoptotico che parte da agenti esterni capaci di interagire con determinati recettori 
di membrana, comunemente riconosciuti come «recettori di morte». Tra essi si 
annoverano quelli che meglio caratterizzano il pathway estrinseco , quali il 
recettore FAS (anche denominato CD95 o APO-1/APT) e il recettore TNF-R1, 
per il FAS-ligand e la citochina negativa TNF (tumor necrosis factor), 
rispettivamente. Ulteriori recettori di morte specifici sono DR3, Killer/DR5. Essi 
sono caratterizzati da una proprietà morfo-funzionale comune, quale una sequenza 
di 80 aminoacidi nella porzione citoplasmatica della loro struttura, definita DDs 
(death domains) (Peter et al., 2007).  
Il legame dei ligandi con i corrispettivi recettori provoca la trasduzione del 
segnale di morte, attraverso i suddetti domini di morte, e il reclutamento di 
particolari proteine adattatrici. Tali proteine, attraverso i DEDs (death effector 
domains) causano la formazione di un complesso molecolare che porta 
all’attivazione delle caspasi iniziatrici. 
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Una delle proteine adattatrici è FADD (MORT-1), che recluta molte 
molecole di procaspasi-8, -10 e i relativi regolatori come c-FLIP, in un unico 
complesso molecolare denominato DISC. 
Tali molecole si attivano a caspasi mature attraverso un «meccanismo di 
induzione per prossimità», ancora oggetto di studio, quale importantissimo 
strumento di trasduzione del segnale usate dalle cellule. 
La caspasi-8 attivata agisce sulla procaspasi-3 inattiva. Essa viene attivata 
attraverso un taglio proteolitico.  
Sotto forma di caspasi-3 attiva, quindi, esplica la sua azione su vari 
substrati: 
1) CAD (deossiribonucleasi caspasi-dipendente), che si trova nel citoplasma 
legata all’inibitore I-CAD (Inhibitor CAD); 
2) lamine nucleari, che regolano l’architettura dell’involucro nucleare; 
3) proteine citoscheletriche (fodrina, gelsolina), che intervengono nella 
polimerizzazione degli elementi del citoscheletro; 
4) poli-ADP-ribosio-polimerasi, che viene inibita. 
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Come si può bene comprendere la via estrinseca ha molteplici bersagli, 
quali enzimi che per attivazione diretta o per degradazione dei loro inibitori sono 
facilitati nella loro azione di degrado del DNA nucleare. Effetto ultimo di questo 
pattern di attivazione è la formazione del «DNA laddering», la rottura del DNA in 
frammenti di 180-200 bp, che possono essere messi in evidenza con corsa 
elettroforetica. Il gel mostra, infatti, una successione di bande, a distanza costante, 
per la presenza di frammenti di dimensioni multiple di un valore fisso. Questo è 
ritenuto uno tra i primi marcatori per l’apoptosi. 
Gli altri enzimi, bersagli della caspasi esecutrice 3, attuano processi che 
causano le modificazioni morfologiche tipiche dell’apoptosi, per l’attacco diretto 
al citoscheletro (fodrina e gelsolina) e all’architettura nucleare (lamine). 
 
VIA INTRINSECA. L’induzione dell’apoptosi che prende avvio 
dall’attivazione di questa via, non parte da stimoli che interagiscono 
specificamente con recettori di membrana.  
Alcuni segnali interni, propri della cellula, attivano tale cascata, in un 
contesto positivo  o negativo, allorquando la morte cellulare si presenti come un 
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soluzione idonea per il fine ultimo di evitare la trasmissione di alterazioni al 
genoma, quali cause di possibili trasformazioni neoplastiche, o perché risponda a 
determinati programmi ontogenetici.  
L’assenza di fattori di crescita, l’azione di determinati ormoni, danni al 
genoma cellulare e l’inefficacia di determinati segnali antiapoptotici, rivestono un 
ruolo fondamentale nell’attivazione della via intrinseca.  
Tale pattern è indotto, in alcuni tipi cellulari, dall’azione della caspasi-8 che, 
inefficace sull’attivazione della caspasi-3, prende come bersaglio la proteina Bid. 
Tale fattore si trova esclusivamente nel citosol e subisce un taglio 
proteolitico attivante. A tal punto può migrare nel mitocondrio, da cui parte 
effettivamente la via intrinseca. 
Importantissimo è anche il ruolo svolto dalla proteina Bax, indotta da p-53. 
Questa forma eterodimeri con Bid, che hanno la capacità di permeabilizzare la 
membrana mitocondriale esterna al passaggio del citocromo c. 
Il citocromo c, così rilasciato, diffonde nel citosol, dove forma il complesso 
sovramolecolare dell’«apoptosoma», legandosi al fattore proteico Apaf-1.  
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Il compito di questo complesso è quello di attivare la procaspasi-9 a caspasi 
attiva, in grado di attivare, a sua volta, la procaspasi-3, comune alla via estrinseca. 
La proteina Bid, insieme ad altre comunemente definite BH3, hanno 
un’omologia strutturale nel loro dominio con quelle della famiglia del Bcl-2. Esse 
raggiungono per prime il mitocondrio e, cooperando con altri membri della 
famiglia, quali Bax e Bad, mediano il rilascio di fattori proapototici, oltre al già 
citato citocromo c. 
Tra le proteine apoptogene ricordiamo: AIF (apoptosis inducing factor) e 
Smac/DIABLO. 
La via più importante che media il rilascio di AIF è quella attuata da PARP-
1, che normalmente esplica la sua azione enzimatica nella replicazione e nel riparo 
del DNA, nonché nella regolazione della trascrizione. In risposta a stress tossici 
per il genoma, l’attività di PARP-1 aumenta al fine di fronteggiarli e preservare 
l’integrità cellulare. Ma se la loro la loro nefasta azione si prolunga, PARP-1 
scatena il rilascio di AIF che, a sua volta, media il rilascio del citocromo c e 




Il ruolo di PARP-1 nell’induzione dell’apoptosi è confermato da molte 
evidenze sperimentali condotti su sistemi in cui la sua azione era stata inibita o il 
gene parp-1 era stato deleto e in cui derivava la consequenziale soppressione dei 
fenomeni apoptotici. 
 
APOPTOSI E RETICOLO ENDOPLASMATICO. L’insieme delle meccanismi che 
derivano dal sistema UPR, è in grado di condurre la cellula a morte programmata. 
Quando i disturbi che hanno generato lo stress nel reticolo endoplasmatico non 
sono opportunamente ripristinati, infatti, la cellula non ha altra possibilità che 
interrompere il proprio ciclo vitale per evitare l’accumulo di ulteriori danni a 
livello del reticolo e dell’intero apparato cellulare. 
I meccanismi che conducono all’apoptosi indotta da stress del reticolo, non 
sono stati ancora completamente descritti.  
Uno degli elementi distintivi di tale processo, e destinato a divenire 




La caspasi-12 e reticolo endoplasmatico sono intimamene connessi così 
come si evince da molte evidenze sperimentali che dimostrano, come primo 
fondamentale elemento, la  loro correlazione spaziale: analisi di western blotting 
dimostrano che il sito di azione dell’enzima è proprio a livello della frazione 
microsomiale ottenuta dai lisati cellulari analizzati. In particolare, dalle indagini 
immunoistochimiche emerge che l’enzima si localizza a livello delle membrane 
dell’involucro nucleare, con uno schema simile allo stesso fattore BiP, 
notoriamente localizzato nel reticolo, in cellule L929 ed HeLa (Nakagawa et al., 
2000). 
Ulteriori lavori dimostrano anche l’associazione funzionale tra reticolo 
endoplasmatico e caspasi-12: lo stress de reticolo, in condizioni di mancanza di 
recupero, conduce al suicidio cellulare correlato all’aumento dell’attività della 
caspasi-12 sia in vivo (Cui et al., 2013) che in vitro (Liu et al., 2013). 
I meccanismi alla base dell’attivazione della caspasi-12 sono attualmente 
oggetto di studio, i quali, confermano la relazione con il reticolo e il ruolo dello 
ione Ca2+; (Nakagawa e Yuan, 2000; Łopatniuk & Witkowski, 2011). 
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All’attivazione della caspasi-12 segue, solitamente, quella di altre 
procaspasi, a causa dell’azione proteolitica della stessa esplicata nei loro 
confronti.  
Attraverso il taglio e l’attivazione della procaspasi-9, che attiverà a sua vola 
la procaspasi-3 (Morishima et al., 2002; Szegedi e Samali, 2003), i sistemi di 
morte programmata della cellula sono quindi interconnessi proprio a livello della 
caspasi-12. La caspasi-9, impegnata nel pathway intrinseco, subisce 
un’attivazione da caspasi-12 indipendente dall’azione dell’apoptosoma, ovvero 
























Finalità del lavoro 
 
Le precedenti osservazioni dei gruppi di ricerca dell’ ex Istituto Nazionale 
di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione, attuale C.R.A-NUT, in collaborazione 
coi quali è stato condotto il presente lavoro, hanno dimostrato che alcune isoforme 
di tocotrienolo e il TRF (tocotrienols rich fraction) estratti dall’olio di palma, 
sono in grado di modulare l’espressione di geni coinvolti nell’apoptosi.  
Il complesso che si forma in seguito all’interazione dei tocotrienoli con 
l’isoforma β- del recettore degli estrogeni migra nel nucleo e attiva un percorso 
che induce apoptosi. Tale meccanismo è stato osservato in diverse linee cellulari 
tumorali umane. 
Al fine di valutare se i tocotrienoli siano anche in grado di attivare i percorsi 
apoptotici indipendentemente dalla loro interazione con la forma β- del recettore 
degli estrogeni, nel corso della sperimentazione sono state adoperate le cellule 
della linea HeLa, che notoriamente non esprimono recettori per gli estrogeni. 
Inaspettatamente è stata osservata un’analoga attivazione del percorso apoptotico. 
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Attraverso l’utilizzo di piattaforme gene array e mediante un’analisi 
bioinformatica di data interrogation è stato ipotizzato che i tocotrienoli 
potrebbero indurre apoptosi attivando un’alterazione del reeticolo endoplasmatico 
(stress del reticolo endoplasmatico).  
Lo scopo del lavoro presentato è stato, pertanto, la valutazione e la 
descrizione dei meccanismi molecolari coinvolti nello stress del RE che mediano 
lo switch funzionale della cellula, per il quale si verifica l’attivazione di 
determinati alarm genes implicati nell’induzione dell’apoptosi a scapito degli 
adaptation genes opportunamente attivati in fase di ripristino dell’omeostasi del 
reticolo endoplasmatico e dell’intera cellula o dell’adattamento della stessa nelle 
























Linea cellulare e trattamenti 
 
La linea cellulare prescelta per il trattamento sperimentale è la HeLa cells, 
che funge da “controllo negativo”, perché notoriamente priva di recettori classici 
per gli estrogeni ed è stata  ottenuta da American Tissue Culture Collection 
(Manassas, VA, USA). 
.La linea è stata mantenuta in DMEM high glucose (Dulbecco’s modified 
eagl’s medium). 
Il terreno di coltura, ad elevata concentrazione di glucosio, è stato 
addizionato con: 
- 10% di FBS (foetal bovine serum) (Sigma-Alrich); 
- 2 mM di glutammina (EuroClone); 
- 1% di mix antibiotico Pen/Strep (EuroClone); 
- 1% di amminoacidi non essenziali (Sigma-Alrich) 
Le  cellule  sono  state  coltivate  in  fiasche  da  75  ml  fino  ad  una  
confluenza pari al 70-90% e mantenute in incubatore ad atmosfera controllata e 
umidificata al 5% di CO2 e ad una temperatura di 37ºC. 
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Raggiunta i valori di confluenza, prima di iniziare i trattamenti, le cellule  
sono state trasferite per 72 ore in mezzo privo di siero (-FBS), al fine di 
sincronizzare tutte le cellule in fase G1/G0 del ciclo cellulare. 
Al termine del processo di sincronizzazione, le cellule sono state staccate 
dal fondo delle fiasche di coltura grazie a un trattamento con trispsina, per la 
risospensione. Sono state, quindi, trasferite nuovamente in terreno DMEM con 
l’aggiunta di siero (+FBS). 
Le cellule così ottenute e trattate sono state opportunamente suddivise per le 
fasi sperimentali successive. 
Per l’estrazione dell’RNA, le cellule sono state opportunamente trasferite in 
piastre multiwell costituite da sei pozzetti. In ogni “alloggio” sono state introdotte 
cellule ad una concentrazione pari a 3∙105/pozzetto. 
Per  l’estrazione delle proteine, le cellule sono state trasferite in capsule di 
Petri, contenenti ognuna una concentrazione iniziale pari a 1.5∙106 cellule/capsula. 
Le cellule così trasferite sono state sottoposte ai trattamenti. 
I mezzi di coltura in cui erano contenute le cellule sono stati addizionati con 
le diverse forme di tocotrienoli purificati e la TRF (tocotrienols rich fraction), 
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estratta dall’olio di palma e purificata (Sime Darby Plantation). Tale  frazione  
contiene  il  32%  di  α- tocoferoli, 25% di α-tocotrienolo, 29% di γ-tocotrienolo e 
il 14% di δ-tocotrienolo. 
Le miscele per i trattamenti sono state ottenute con l’uso di DMSO od 
etanolo come solventi che sono stati, quindi, aggiunti puri al terreno delle cellule 
che rappresentano il controllo.  
Le concentrazioni dei vari trattamenti sono state stabilite in base a quelle già 
adoperate e riportate in altri lavori (Comitato et al., 2009; Comitato et al., 2010), 
al fine di standardizzare anche il presente studio con essi, di cui si riportano i 
valori nella Tab. 1mm. 
Le incubazioni con le molecole trattanti hanno avuto una durata di 24 ore.  
Al termine di tale periodo, le cellule sono state allontanate dal mezzo di 
coltura e hanno subito lavaggio in PBS e convogliate alle fasi sperimentali 
successive, quali l’estrazione di RNA e proteine. 
Una delle variazioni del protocollo sperimentale – opportunamente 
specificate in seguito nelle varie fasi – riguarda il pretrattamento delle cellule con 
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ICI-182.780 10-5 M in etanolo – quale inibitore per i recettori per gli estrogeni – 
della durata di 30 minuti, prima della somministrazione delle molecole di  
tococromanoli.  
A tale scopo, le cellule sono state incubate in piastre multiwell in una 




















           Concentrazioni 
 
α-tocotrienolo 5 µg/mL   
γ-tocotrienolo 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 
δ-tocotrienolo 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 
α-tocoferolo 5 µg/mL   
TRF 5 µg/mL 10 µg/mL 20 µg/mL 
 







Il protocollo per l’estrazione è stato adattato da Gooch e Yee () con alcune 
variazioni già apportate e descritte in altri studi (Comitatto et al., 2010). 
Il DNA estratto è stato caricato su un gel all’1.5% di agarosio per una corsa 
elettroforetica.  
Per la successiva visualizzazione nella composizione del gel è stato 
aggiunto il bromuro di etidio, quale intercalante delle basi azotate del DNA, che 
emette luce quando opportunamente illuminato da una fonte di UV, rendendo 
visibili le bande del mteriale genetico durante l’elettroforesi. 
L’osservazione e l’aquisizione delle immagini è stata condotta al sistema 









Microscopia a fluorescenza 
 
Nella serie di esperimenti ora presentata, i campioni di cellule HeLa 
analizzati sono stati quelli derivanti dal trattamento con TRF e γ-T3.  
Inoltre è stato allestito un ulteriore trattamento con carbacol. Esso è una 
sostanza che promuove il rilascio di ioni calcio intracellulare, per cui tali 
campioni hanno rappresentato il controllo positivo per tale fase sperimentale. 
I campioni cellulari sono stati incubati con le molecole sopra elencate per 
trattamenti della durata di 15 minuti, quale spazio temporale utile per il rilascio di 
Ca2+. 
Al termine dell’incubazione, le cellule hanno subito tre successivi lavaggi 
in HBSS+ (Hanks Balanced Salt Solution). 
Al termine dei lavaggi, le cellule sono state nuovamente incubate con Fluo4 
AM (Acetossimetil-estere), quale fluoroforo che lega gli ioni calcio mobilizzati, 
per 45 minuti. 
Successivamente è stato, quindi, allontanato l’eccesso di fluoroforo non 
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legato, le cellule hanno subito tre lavaggi successivi in HBSS+ ed incubate 
nuovamente in mezzo di coltura privo di siero a temperatura ambiente.  
Le cellule sono state fissate, per  con paraformaldeide al 4%, per 10 minuti 
e a temperatura ambiente, con PFA buffer così costituito: 
- 3% di PFA (parafolmaldehyde); 
- PBS; 
- 0.5% di Triton X-100. 
Al termine, le cellule sono state ulteriormente lavate per due volte in PBS e 
colorate con DAPI per contrastare i nuclei.  
Le cellule sono state, quindi, osservate a microscopio a fluorescenza, Zeiss 
Axioskop II (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany), con l’uso di appropriati 










Le concentrazioni di ioni calcio liberi sono state determinate con il kit 
Fluo-4 NW Calcium Assay, secondo le istruzioni del produttore. 
Le cellule sono state incubate in piastre multiwell a 96 pozzetti con una 
concentrazione di 4∙104 cellule/pozzetto. In ognuno degli alloggio, il mezzo è 
stato sostituito con 100 µL di dye loadng solution. Le piastre sono state incubate 
per 60 minuti a 37°C in atmosfera umidificate e con 5% di CO2. 
Al termine della prima incubazione, sono stati aggiunti altri 50 µL di dye 
loading solution 2X in ogni pozzetto e re incubati a 37°C per 45 minuti. 
Sono stati quindi aggiunte le molecole per i trattamenti TRF, α-TP, γ-T3 e 
δ-T3 in una concentrazione di 10 µg/mL, per una durata totale di 15 minuti. 
Al termine dei trattamenti, è stata valutata la fluorescenza (eccitazione a 






Analisi dei microarray 
 
Attraverso l’attuazione di esperimenti di microarray, è stato possibile 
caratterizzare i profili di espressione fenotipica. 
Tale tecnologia permette di effettuare valutazioni di tipo quantitativo dei 
livelli di espressione dei prodotti di trascrizione del genoma, attraverso la 
retrotrascrizione ed ibridazione di campioni di RNA su chip di silicio. Questi 
possono contenere sonde di DNA corrispondenti a specifiche porzioni della 
sequenza nucleotidica contenuta nella regione 3’-UTR di geni noti. 
Attraverso un esperimento in triplicato, le cellule HeLa sono state trattate 
con le diverse forme di tocotrienoli per 24 ore e confrontate con un controllo che 
non ha subito trattamenti. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato. 
I campioni di RNA estratti sono stati inviati al Service XS BV (Leiden, The 
Netherlands), dove sono stati opportunamente processati secondo i protocolli 
Affymetrix . 
Dai campioni così ottenuti, sono stati estratti 2 µg di RNA totale di alta 
qualità, sono stati usati con i reagenti Affymetrix Eukaryotic One-Cycle Target 
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Labeling and Control per generare cDNA legato a biotina. Il cDNA è stato, 
quindi, ibridato al NuGOAffymetrix Human Genechip NuGO_Hs1a520180, 
opportunamente disegnato dalla NuGO (NutrigenomicsOrganization) e che 
consiste di 23'941 geni differenti, di cui 71 di controllo. 
I files di intensità cellulare per ogni GeneChip processato sono stati 
generati usando il software Command Console. 
Per ogni condizione sperimentale sono stati generati tre replicati biologici. 
L’analisi statistica dei Microarray è stata attuata usando il pacchetto 
oneChannel1GUI R 
I dati di intensità del segnale di ogni campione sono stati normalizzati 
attraverso l’uso della metodica GCRMA così come le correzioni dei “rumori di 
fondo”, e i geni che hanno subito una variazione di espressione al termine dei 
vari trattamenti sono stati identificati con l’analisi LIMMA, selezionando solo 
quei geni con una FC (Fold Change) trattamenti vs controlli di almeno 0.5 e una 
soglia del valore p> 0.05.  
Infine, sono stati selezionati alcuni geni per i quali è stata rilevata un’up-
regulation o una down-regulation dalle analisi dei microarray, per le successive 
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Analisi dei meccanismi  
 
I geni espressi in maniera differenziata sono stati ulteriormente analizzati 
con valutazioni statistiche di arricchimento dei BP (biological processes) e dei 
CC (cellular components) annotati in Gene Ontology, utilizzando il web server 
DAVID. I processi biologici sono stati identificai in accordo ad un valore p 
inferiore a 0.05. 
Questa analisi, negli esperimenti condotti sulle HeLa, ha prodotto: 
- 41 BP e 13 CC, rappresentati nei geni indotti dal γ-T3; 
- 42 BP e 10 CC, rappresentati nei geni indotti dal δ-T3; 
- 6 BP e 10 CC, rappresentati nei geni indotti dall’α-T3. 
Negli esperimenti sulle cellule della linea MCF-7, l’analisi ha prodotto 19 
BP e 18 CC, rappresentati  nei geni indotti dal γ-T3. 
I BP e i CC indotti dal γ-T3 nelle cellule HeLa ed MCF-7 sono stati 
confrontati con il pacchetto GOSim, utilizzando il metodo Resnik per misurare la 
loro somiglianza “semantica”. Le distanze di somiglianza ottenute sono state 
raggruppate (clustering) con il metodo Ward ed il numero di cluster usati per 
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identificare i gruppi di termini simili  è stato determinato scegliendo quelli che 
producono il miglior silhouette score. 
Un’analisi simile è stato condotta per comparare i termini rappresentati (BP 
e CC) tra i vari trattamenti con i tocotrienoli sulle HeLa cells. 
La determinazione del numero di geni – la cui espressione è correlata allo 
stress del reticolo endoplasmatico e che è stata indotta dai trattamenti con 
tocotrienoli – è stata effettuata incrociando le liste ottenute dall’analisi 
microarray con le annotazioni derivanti dai databases Uniprot e Pubmed, 
attraverso l’uso dell’applicazione Agilent literature search del software 
Cytoscape (Lopes et al., 2010), ricercando 1000 articoli con le parole chiavi 











Per l’estrazione dell’RNA è stato utilizzato il kit RNeasy Plus (QIAGEN), 
in accordo con il protocollo fornito.  
Al termine delle 24 ore di trattamento con le molecole attive, le cellule sono 
state lisate per mezzo del tampone definito RTL, contenente guanidina tiocianato 
come agente denaturante. 
Il tampone RTL fornisce le condizioni chimiche necessarie allo svolgimento 
della lisi delle cellule, ma impedisce l’attività delle RNAsi, che digerirebbero le 
molecole di interesse. 
Il  lisato  è  stato  trasferito  in  una  colonnina  gDna  Eliminator, azione 
necessaria per l’eliminazione del  DNA che interferirebbe col saggio.   
All’eluato  ottenuto  dal  precedente  passaggio,  è  stato aggiunto etanolo al 
70% per favorire il legame dell’RNA alla colonnina RNeasy.  
Nei passaggi successivi è stata effettuata una serie di lavaggi per  permettere 
l’eliminazione di elementi contaminanti come, ad esempio, residui di  DNA.  
Il campione di RNA ottenuto è stato quindi diluito con H2O RNasi-free.  
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Inoltre, esso è stato preservato ad una temperatura di 20°C, fino 
all’esecuzione delle successive fasi sperimentali. 
Per la determinazione della concentrazione dell’RNA nel campione ottenuto 
















Real Time PCR 
 
L’RNA totale e l’analisi di Real Time PCR sono stati condotti secondo i 
protocolli ampiamente descritti da Comitato e collaboratori in precedenti lavori 
(Comitato et al., 2010).  
La fase preliminare l’attuazione dell’analisi comparativa della RT-PCR 
consiste nella determinazione della concentrazione di RNA alla quale avviene 
l’analisi stessa. 
A tale scopo è stato utilizzato il kit Super Script Platinum SYBR Green One-
Step (Invitrogen).  
Per l’amplificazione è stato utilizzato il macchinario AppliedBiosystems 
7500 Fast Real-Time PCR. 
La reazione è stata condotta in duplicato impiegando 5 µL del campione di 
RNA derivante da ogni trattamento e 10 µL di miscela, per un volume finale di 
reazione di 15 µL. La miscela di reazione è stata così costituita: 
- 7.5 µL di 2x AB mix; 
- 0.12 µL di 125x RT mix; 
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- 0.6 µL di primer (F + R 10 mM); 
- 1.78 µL di H2O RNasi-free. 
Il metodo sybr green with melt curve prevede 40 cicli consistenti, a loro 
volta, fasi successive di denaturation/annealing/duplication. I cicli si svolgono 
secondo il seguente protocollo termico: 
- Holding stage a 48°C per 30 minuti; 95°C per 10 minuti; 
- Cycling a 95°C per 15 secondi; 60°C per 1 minuto; 95°C per 15 secondi; 
60° per 15 secondi. 
Le differenze quantitative nel cDNA target dei vari campioni, sono state 
determinate usando il modello matematico di Pfaffl (Pfaffl, 2001), in cui è stato 










- NQR = Quantificazione Relativa Normalizzata; 
- E = Efficienza di amplificazione; 
- ΔCt = Ct(β-actin) – Ct(target). 
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I risultati ottenuti sono stati trasformati in valori logaritmici in base 2 per 
una distribuzione simmetrica. 
L’efficienza di amplificazione di ogni set di primer, indicati nella formula 
precedente, è stata calcolata dalla slope (coefficiente) di una curva standard di 
amplificazione - secondo gli assi log µL cDNA/reazione vs valori di Ct di almeno 




Le efficienze dei primers impiegati nel saggio sono le seguenti: 
- Eβ-actin = 2.15; 
- Emic = 2.03; 
- Ecathepsin-D = 2.55 
- Echop = 1.94 
- Exbp-1 = 2.19. 
 
PRIMERS. I geni esaminati nell’analisi RT-PCR sono stati XBP-1 e CHOP,  
per i quali sono stati utilizzati le coppie di primers F + R (forward and 
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Tab. 2mm: Sequenze dei primers utilizzati nell’analisi RT-PCR. 
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Retrotrascrizione, amplificazione e digestione di XBP-1 
 
L’RNA estratto è stato retrotrascritto in cDNA e successivamente è stato 
amplificato utilizzando il kit SuperScript III One-Step RT-PCR System with 
PlatinumTaq DNA Polymerase (Invitrogen). 
Il kit adoperato ha il vantaggio di eseguire una retrotrascrizione ed una 
successiva amplificazione in un solo passaggio utilizzando un primer specifico. 
Nel caso presentato è stato utilizzato il primer per l’amplificazione di XBP-
1. 
La reazione è stata condotta in un volume finale di 50 µl costituito da: 
- 500 ng/µl dell’RNA estratto; 
- 2 µl di SuperScript III RT/Platinum Taq Mix (Invitrogen); 
- 25 µl di 2X Reaction Mix; 
-  2 µl di primer (F + R); 











Forward   5’-AAACAGAGCAGCAGCTCAGACTGC-3’ 
Reverse    5’-TACTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG-3’ 
 




Il termocycler GeneAmp PCR System 9700 è stato impostato secondo il 
seguente protocollo: 
- un ciclo di cDNA synthesis della durata di 15-30 minuti ad una 
temperatura di 45-60ºC; 
- un ciclo di denaturation della durata di 2 minuti ad una temperatura di 
94ºC;  
- 40 cicli di PCR amplification della durata di 15 secondi  ad una 
temperatura di 94°C; un ciclo della durata di 30 secondi ad una 
temperatura di 55-65°C; un ciclo della durata di 1 minuto ad una 
temperatura di 68°C. 
I cDNA delle reazioni di retrotrascrizione e di amplificazione così ottenuti, 
sono stati utilizzati nella successiva fase, quale la digestione con l’enzima di 
restrizione Pst1.  
La reazione è stata condotta con una miscela di reazione così composta: 
- 20 µL di cDNA; 
- 5 µL di H Buffer 10x; 
- 1 µL di Pst1; 
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- 1.5 µL di H2O RNasi-free. 
La reazione di digestione è stata lasciata avvenire a 37°C per un’ora. 
Al temine del periodo di incubazione, la miscela di reazione è stata caricata 
su gel di agarosio al 2% per la separazione dei prodotti con elettroforesi a 110V 
per circa due ore. 
La fig. mostra le due forme alternative di XBP1: 
- uXBP1, RNA messaggero che non subisce splicing e contenente, quindi 
l’introne; 
- sXBP1, RNA messaggero che deriva dal processo di splicing e privo, 
quindi, dell’introne. 
La forma non processata, uXBP1, dell’mRNA presenta un sito di taglio per 
l’enzima di restrizione Pst1, che invece non è più presente dopo l’allontanamento 




Fig. 1mm: Forme alternative dell’mRNA di xbp-1. 
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Estrazione proteica e western blot 
 
I campioni cellulari impiegati per l’estrazione di proteine, sono stati stati 
sottoposti a lisi. 
Il reagente adoperato è il RIPA buffer, costituita dallo stock di JS solution: 
- 2 mL di Hepes 1M pH 7.5; 
- 1.5 mL NaCl 5M; 
- 300 µL gi glicerolo; 
- 500 µL di Triton x-100; 
- 7.5 µL MgCl2; 
- 2,5 mL di EGTA 0.1M; 
- H2O bidistillata. 
La soluzione ha un volume finale di 50 mL. 
La JS solution è stata opportunamente completata con: 
- 500 µL di sodio pirofosfato; 
- 25 µL di miscela anti-proteasi (Sigma Aldrich); 
- H2O bidistillata. 
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Il volume finale di reazione è pari a 2.5 mL. 
Le cellule sono state lisate con 500 µL di RIPA buffer. Al termine del 
processo, i campioni sono stati centrifugati a 13'000 rpm per 30 minuti ad una 
temperatura di 4°C. 
Conclusa la centrifugazione e raccolto il surnatante, ne è stata determinata 
la concentrazione di proteine attraverso l’applicazione del metodo Bradford, in 
accordo con il protocollo fornito dal produttore. 
 
WESTERN BLOT. Il campione proteico ottenuto dalla precedente fase di 
estrazione è stato sottoposto ad un’elettroforesi su gel di poliacrilamide in 
ambiente denaturante (SDS-PAGE). In tal modo le proteine contenute sono  state 
separate e successivamente trasferite su membrana mediante electroblotting. 
La corsa elettoforetica delle proteine viene condotta attraverso due gel di 
differente composizione, al fine di ottenere una separazione preferenziale delle 
stesse. 
Lo stacking gel (gel d impacchettamento) permette, quando 
opportunamente attraversato dalla corrente, il compattamento delle proteine del 
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campione durante l’elettroforesi stessa.  
Tale gel ha una composizione standard in acrilamide pari al 4% ed è così 
composto: 
- Acrilamide 40%; 
- TRIS-HCl 0.5M, pH 6.8; 
- SDS 10%; 
- TEMED 10%; 
- APS 10%; 
- H2O bidistillata. 
 Il resolving gel (gel di separazione) permette la separazione delle proteine 
del campione in base al loro peso molecolare durante la loro corsa elettroforetica. 
La sua composizione in acrilamide è diversificata in ogni occasione 
sperimentale, in base al peso molecolare delle proteine oggetto di studio.  
Il gel è così composto: 
- Acrilamide 40%; 
- TRIS-HCL 1.5M, pH 8.8; 
- SDS 10% 
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- APS 10%; 
- TEMED 10%; 
- H2O bidistillata. 
L’allestimento dei gel per l’elettroforesi consiste nel creare, in sequenza, 
due strati sovrapposti e a contatto dei due differenti gel sopra descritti. 
A tal fine, tra i vetrini impiegati per determinare la forma dei gel, è stato 
colato il resolving gel ed è stato lasciato polimerizzare.  
In una fase successiva viene colato lo stacking gel, all’interno del quale 
vengono allocati i pettini specifici per la creazione dei pozzetti, dove saranno 
caricati i campioni proteici. Viene lasciata avvenire la polimerizzazione. 
I vetrini contenenti i gel sono adagiati nella camera per la corsa 
elettroforetica, che sarà opportunamente riempita con la soluzione running 1x. 
Essa deriva da uno stock 10x così costituito: 
- TRIS 250 mM; 
- Glicina 1.93 mM; 
- SDS 10%. 
Agli elettrodi della camera elettroforetica viene applicata una corrente a 
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voltaggio costante, pari a 100V, per una corsa della durata di circa un’ora. 
Al termine dell’elettroforesi le proteine saranno separate all’interno del gel 
in base al loro peso molecolare per l’impiego di condizioni denaturanti (SDS) per 
le stesse.Conclusa la corsa elettroforetica, le proteine sono state trasferite dal gel 
alle membrane, di nitrocellulosa o polivinildenfloruro (PVDF). 
I vetrini sono stati estratti dalla camera elettroforetica, sono stati aperti con 
manovre caute, al fine di preservare l’integrità del gel. Recuperato quest’ultimo, 
è stato trasferito nel tampone di trasferimento, derivante da uno stock 5X così 
costituito: 
- TRIS 125 mM; 
- Glicina 0.96 mM. 
Per l’utilizzo, il tampone di trasferimento è stato utilizzato ad una concentrazione 
1X a cui sono stati aggiunti: 
- 20% di metanolo; 
- H2O bidistillata, fino a volume. 
Grazie all’allocazione dei gel in un determinato sistema e l’applicazione di 
corrente elettrica si ottiene il trasferimento delle proteine sulle membrane, per i 
156 
 
successivi saggi immunologici. 
Il sistema di trasferimento consta di due supporti di plastica, tra cui 
vengono posti, in sequenza, i seguenti strati, elencati nell’ordine dall’anodo al 
catodo: 
- uno strato poroso (spugnetta); 
- strato di carta assorbente delle dimensioni del gel; 
- gel elettroforetico; 
- membrana di PVDF; 
- strato di carta assorbente delle dimensioni del gel; 
- uno strato poroso (spugnetta). 
Dopo l’allestimento del sistema sopra descritto, è cura dell’operatore 
allontanare qualsiasi camera d’aria formatasi durante la sovrapposizione dei vari 
strati, al fine di non compromettere il buon trasferimento delle proteine dal gel 
alle membrane. 
Il sistema così allestito è stato alloggiato in un’apposita camera di 
trasferimento, alla quale viene applicata una corrente elettrica di 50V.  




 Fig. 2mm: Schema del processo di trasferiemento (www.wikipedia.org). 
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La membrana – con il carico delle proteine ottenuta nella fase di 
trasferimento – è stata incubata in una soluzione di latte scremato in polvere al 
5%, disciolto in T-PBS, così cosituito: 
- pasticche  Dulbecco A oxid per PBS; 
- Tween-20 0.1% 
- H2O bidistillata. 
L’incubazione avviene su un piano basculante e ha avuto la durata di 
un’ora. 
La soluzione di anticorpo primario per il saggio immunologico è stata 
preparata sciogliendolo in una miscela di latte scremato in polvere al 5%, come 
precedentemente descritta. È stata, quindi, aggiunta al sistema precedente in cui 
era stata incubata la membrana. 
L’incubazione dell’anticorpo primario è avvenuta anch’essa su un piano 
basculante, ad una temperatura di 4°C e per una notte intera. 
Al termine, l’anticorpo primario in eccesso è stato allontanato con tre 
lavaggi successivi con T-PBS. 
Il secondo passaggio ha previsto l’introduzione dell’anticorpo secondario, 
159 
 
preparato anch’esso in una soluzione di latte conforme al passaggio precedente. 
L’incubazione dell’anticorpo secondario è avvenuta su un piano basculante 
a temperatura ambiente, e ha avuto la durata di un’ora. 
Nella seguente tabella sono riportati gli anticorpi impiegati e le relative 

















 Ab primario  Ab  
secondario 
ATF6 1:1000 1:5000 antirabbit 
IRE1α 1:1000 1:2000 antirabbit 
PERK 1:1000 1:2000 antirabbit 
Tubulina 1:1000 1:5000 antimouse 
 




Al termine dell’incubazione con l’anticorpo secondario, le membrane sono 
state rilavate per tre volte in T-PBS. 
La membrana è stata, quindi, preparata per l’acquisizione delle immagini in 
chemioluminescenza. A tal fine, è stato adoperato il kit ECL Plus Western blot 
detection system GE Healthcare, per la preparazione della seguente soluzione di 
reazione: 
- 2 mL di luminolo; 
- 50 µL di H2O2. 
La soluzione è stata aggiunta sulle membrane e lasciate agire, in agitazione, 
per 5 minuti. 
Al termine di tale fase si è proceduto all’acquisizione dell’immagine 








Analisi dell’attività caspsica 
 
Per la determinazione dell’attività delle caspasi-8, -10 e -12 è stato 
adoperato il Biovision kit (Biovision, Lyon, France) in accordo con le istruzioni 
fornite dal produttore. 
In questo protocollo i campioni cellulari sono stati allestiti secondo il 
protocollo già esposto all’inizio di questo capitolo. Le cellule, contenute in 
capsule Petri in una concentrazione iniziale pari a 3∙106/capsula, sono state 
sottoposte a trattamenti con le diverse forme di tocotrienoli, della durata di 12 
ore. Inoltre è stato allestito anche un trattamento ulteriore con TM (tunicamicina) 
con durata di 4 ore. 










α-tocoferolo 10 µg/mL 
γ-tocotrienolo 10 µg/mL 
δ-tocotrienolo 10 µg/mL 
TRF 10 µg/mL 
Tunicamicina (TM) 5 µg/mL 
 
 





Le cellule HeLa – derivanti dai trattamenti appena descritti – sono state 
centrifugate a 12000 rpm per 5 minuti, risospese in 50µL di Cell Lysis Buffer 
(Biovision) ed incubate in ghiaccio per 20 minuti.  
Dopo la reazione di lisi, i campioni sono centrifugati nuovamente a 12000 
rpm per 5 minuti, al fine di recuperare il surnatante contenente le proteine, la cui 
concentrazione è stata determinata con l’applicazione del metodo Bradford 
(Biorad) e successiva analisi spettrofotometrica al Tecan Magellan. 
Le proteine sono state portate ad una concentrazione di 300 µg/µL in un 
volume finale di 50 µL. 
Ad ogni campione sono stati aggiunti 50 µL di reaction buffer 2X, fino ad 
arrivare ad un volume finale di 100 µL. 
Le miscele (campioni + reaction buffe)r sono state trasferite in piastre 
multiwell da 96 pozzetti. Ad ognuna sono stati aggiunti 5 µL di substrato 
specifico per ogni caspasi: 
- IETD-AFC per la caspasi-8; 
- AEVD-AFC per la caspasi-10; 
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- ATAD-EFC per la caspasi-12. 
Tutti i campioni così allestiti sono stati incubati a 37°C per 2 ore. 
Durante l’incubazione, le caspasi attive esplicano la loro attività enzimatica 
per il proprio substrato, tagliandoli, causando la formazione di prodotti di 
reazione che emettono una fluorescenza giallo-verde (λ max: 505 nm) che viene 
















Tutti i dati rappresentano la media di almeno tre esperimenti indipendenti. 
L’analisi statistica è stata condotta con il software R dalla R Foundation for 
Statistical Computing (Vienna, Austria). 
I dati di real time sono stati analizzati da analisi a senso unico ANOVA con 
le misure ripetute, seguiti dal test Bartlett e Flingner-Killeen per l’omogeneità 
della varianza. 
I dati di legame sono stati analizzati col il test t di Student. I valori p ≤ 0.05 
sono stati considerati statisticamente significativi. 
I dati ottenuti dalle piattaforme trascritto miche sono state valutati in 
accordo con le linee guida MIAME. I dati preliminari sono stati depositati nel 





















Studi precedenti al presente lavoro hanno dimostrato che i T3s inducono 
apoptosi attraverso la modulazione di geni specifici nelle cellule MDA-MB-231 
(Comitato et al., 2009; Comitato et al., 2010). Tale effetto è stato associato ad una 
cascata di segnalazione dovuta, a sua vola, all’attivazione e alla trasduzione 
mediata dei recettori β degli estrogeni. 
Come precedentemente esposto, le analisi dei dati ottenuti dalle piattaforme 
trascrittomiche, confermate poi da ulteriori e recenti indicazioni apparse in 
letteratura (Wu e Ng, 2010), hanno avvalorato l’ipotesi  della presenza di un 
effetto pro-apoptotico dei T3s, indipendente dalla segnalazione del recettore per 
gli estrogeni.  
Pertanto, sono state utilizzate cellule della linea HeLa, che sono 








Effetti della TRF e dei tocotrienoli 
 
Uno dei primi passaggi di questa fase sperimentale, è stata la valutazione 
dell’espressione di particolari geni responsivi agli estrogeni poiché dotati, nelle 
regioni dei propri promotori, di determinate sequenze ERE (estrogen response 
element). I geni in questione sono mic-1 e cathepsin-D, la cui espressione è stata 
determinata in condizioni basali e dopo i trattamenti della durata di 24 ore con 
TRF e T3s in concentrazioni crescenti.   
La figura 1r A mostra che γ-T3 , δ-T3 e TRF hanno indotto un significativo 
aumento dell'espressione dell’mRNA di mic-1.  
L' up-regolation di mic-1 è stata significativa nei campioni sottoposti a 
trattamenti con le rispettive concentrazioni di 10 µg/mL e 20 µg/mL di γ-T3 (Fig. 
1r A). 
Nelle cellule trattate con l’isoforma δ- dei tocotrienoli, è stato rivelato un 
aumento significativo già alla più bassa concentrazione impiegata nei trattamenti 
(5 mg/ml). In maniera contrastante, invece, non è stata rilevata nessuna 
modulazione dell’espressione di cathepsin-D (Fig. 1r B). Tale differente risultato 
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è probabilmente la conseguenza di una maggiore complessità del promotore di 
mic-1, rispetto a quello di cathepsin-D che contiene, invece, sequenze consenso 
per numerosi fattori di trascrizione che contribuiscono sinergicamente alla 
regolazione dell’espressione dello stesso (http://www.ncbi.nml.nih.gov/gene). 
In Fig. 2r sono mostrate le variazioni dei livelli di espressione del gene mic-
1 in seguito a pretrattamento di 30 minuti con ICI-182.780, a cui fanno seguito i 
trattamenti con tocotrenoli e TRF della durata di 24 ore. 
Come appare evidente, in tutti i trattamenti (γ-T3: 20 µg/mL; δ-T3: 10 
µg/mL; TRF: µg/mL) preceduti dal pretrattamento con l’antagonista estrogenico, 
si registra un effetto modulatorio inferiore esercitato dai tocotrienoli. 
È stato ipotizzato, quindi, che l’ICI-182.780, presentando una struttura 
analoga a quella dell’estrogeno, compete e si lega ad un determinato sito 
candidato a target per i tocotrienoli. 
Inoltre, dopo 48 ore dalla somministrazione di T3s, è stato osservato un 
marcato laddering7 del DNA genomico del campione cellulare esaminato (Fig. 
2r), quale elemento distintivo dell’avvenuto fenomeno di morte cellulare per 
                                                          
7 (cfr. “Apoptosi” di questa tesi). 
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apoptosi, i cui dati morfologici non vengono qui riportati. 
È opportuno ricordare che nella linea cellulare HeLa l'effetto apoptotico dei 
T3s è stato rilevabile solo 48 ore più tardi rispetto a quello verificatosi nelle 
cellule MCF-7 (Comitato et al., 2010), sottolineando l’esistenza di un 
meccanismo differente che conduce all’apoptosi, che esula da quello trasdotto dai 









Fig. 1r: Modulazione dell’espressione dell’mRNA di mic-1 (A) e cathepsin-D (B) nelle HeLa cells 
trattate con α-tocoferolo, γ- e δ-tocotrienoli e TRF. Le differenze con il controllo sono significative 
(p ≤ 0.05) secondo il test Dunnett post-hoc test. La figura mostra il risultato di almeno tre 





Fig. 2r: Up-regulation dll’espressione dell’mRNa di mic-1 indotta dai trattamenti con T3s 
associati a pretrattamento con ICI-182.780. Tuttte le differenze sono significative (p ≤ 0.05). Gli 
asterischi indicano che le differenze sono statisticamente rilevanti (** ≤ 0.01; *** ≤ 0.001) 













Fig. 3r: T3s inducono l’apoptosi nelle HeLa cells come evidenziato dal laddering del DNA a 48 





Identificazione di meccanismi molecolari differenti modulati dai T3s nelle 
HeLa cells 
 
Sulla base delle precedenti osservazioni, gli studi sono proseguiti al fine di 
caratterizzare, con opportune analisi di microarrays, le variazioni dell’espressione 
dei trascritti delle HeLa cells, quali conseguenze dirette dei trattamenti con i 
tocotrienoli. 
 I profili dei geni differenzialmente espressi ottenuti dalle suddette analisi, 
sono stati ulteriormente sottoposti ad analisi funzionale con l'obiettivo di 
caratterizzare i processi biologici e i componenti cellulari implicati, annotati in 
GO (Gene Ontology) e modulati dai T3s. 
Infine, attraverso l’associazione (clustering) delle similitudini “semantiche” 
(Bolshakova et al., 2005; Lei e Dai, 2006) tra i termini avvalorati da GO, abbiamo 
confrontato il fenotipo trascrittomico osservato nelle cellule HeLa con quello della 
linea MCF-7, già precedentemente trattata con T3s e analiizzata (Comitato et al., 
2010). 
Le analisi di microarray evidenziano che nelle cellule HeLa i trattamenti 
176 
 
con γ-tocotrienolo e δ-tocotrienolo sono associati ad un numero elevato di geni 
modulati (179 geni e 148 geni, rispettivamente), rispetto all’ α-tocotrienolo (21 
geni) (Fig. 4r) . 
I profili di espressione sono solo parzialmente sovrapponibili. Infatti, in 
base all’incrocio delle liste dei geni differenzialmente espressi, solo un insieme di 
13 geni è stato modulato analogamente da tutti i T3s con cui sono stati allestiti i 
trattamenti: otto geni, specificamente coinvolti in determinate fasi dei processi 








- srebf.  
Gli ulteriori cinque geni rivestono ruoli differenti, in quanto sono implicati 
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in molteplici processi del metabolismo cellulare:  
- klf-7 è coinvolto nella regolazione dell'espressione dell’adiponectina 
(Cho e Shin,2007);  
- lpin-1 e fads-2 sono coinvolti nel controllo del metabolismo degli acidi 
grassi a differenti livelli (van Harmelen et al., 2007; Letka et al., 2010); 
- mmab è implicato nella sintesi dei lipidi (Willer et al., 2008) e myo6 

















Come mostrato in Fig. 5r, i profili di espressione genica delle cellule MCF-7 
ed HeLa, dopo il trattamento con γ-T3,  sono parzialmente sovrapponibili. In 
entrambe le linee cellulari, infatti, le linee cellulari è stata osservata una 
significativa modulazione dei processi biosintetici (BP) di steroli e steroidi, così 
come del metabolismo delle molecole isoprenoidi.  
Nelle cellule HeLa è stato osservato un potenziamento di processi biologici 
relativi alla regolazione del ciclo cellulare, del ciclo degli esosi e del metabolismo 
degli acidi carbossilici. Allo stesso modo, i profili di espressione differenti dei 
geni nelle cellule MCF-7, riguardano i processi biologici relativi alla regolazione 
dell'apoptosi, alla biosintesi delle citochine e al metabolismo del glutatione. 
Numerose evidenze sperimentali confermano il ruolo di questi processi nella 
regolazione di un fenotipo correlato ai programmi di morte cellulare (Kim et al., 
2006; Buchakjan e Kornbluth, 2010; Circu e Aw, 2012). 
Inoltre nella linea cellulare HeLa, i profili di espressione differenziati dei 
geni modulano in modo specifico i processi correlati allo sviluppo tissutale e la 
regolazione della trascrizione, suggerendo l’attivazione di specifici meccanismi 
molecolari, diversi da quelli attivati nelle cellule MCF-7. 
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Una simile analisi funzionale è stata condotta al fine di determinare i 
compartimenti cellulari annotati in GO e maggiormente influenzati dai profili di 















Fig. 5r: Cluster analysis dei BPs modulati dopo i trattamenti con T3s nelle linee cellulari 
HeLa e MCF-7. Le distanze tra i BPs sono state calcolate secondo il Resnik measure. Il numero 
ottimale di gruppi è stato stimato dai silhouette scores e rappresentati con colori differenti 




Il trattamento delle HeLa cells con il γ-tocotrienolo determina 
principalmente la modulazione di geni i cui prodotti sono strutturalmente e 
funzionalmente connessi ai vari organelli citoplasmatici, in particolare il reticolo 
endoplasmatico.  
Tale risultato ricalca quanto già evidenziato negli esperimenti precedenti 
condotti sulle cellule MCF-7 (Fig. 5r): il reticolo endoplasmatico è il target 
compartimentale dell’azione dei trattamenti con i T3s. 
È opportuno notare che, nel sistema cellulare MCF-7, i trattamenti con γ-
tocotrienolo conducono alla modulazione differenziale dell’espressione di geni i 
cui prodotti sono correlati ad organelli citoplasmatici differenti, quali mitocondri e 
apparato del Golgi.  
Per valutare ulteriormente la relazione che intercorre tra il “fenotipo di 
morte” osservato e il coinvolgimento del reticolo endoplasmatico – attraverso 
l’analisi di arricchimento di GO – è stata affinata la ricerca per caratterizzare i 
profili di espressione di geni specificamente connessi allo stress del reticolo 
endoplasmatico indotto dai trattamenti con i T3s. 
Attraverso l’utilizzo di un approccio di data-mining, è stata formulata una 
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lista di 568 geni  per le evidenze presenti in letteratura che attribuiscono ad essi un 
particolare coinvolgimento nella determinazione dello stress del reticolo 
endoplasmatico. I profili dei geni differnzialmente espressi osservati negli 
esperimenti con le HeLa cells sono stati, quindi, mappati su tale lista. 
Le molecole più attive nella modulazione dei geni correlati allo stress del 
reticolo endoplasmatico sono le isoforme γ-T3 e δ-T3, rispetto all’isoforma α-T3. 
Solo l’esiguo numero di 3 geni, tra tutti quelli rinvenuti, modulato nel senso di 
una down-regulation, in tutti i trattamenti allestiti. I geni in questione sono: 
- srebf-1 (Bravo et al., 2013) ; 
- sdc; 
- lpin-1 (Miranda et al., 2010). 
I trattamenti con γ-T3 e δ-T3 conducono alla down-regulation di 3 geni: 
- srebf-2 (Bravo et al., 2013); 
- cdkn-1a; 
- id-2. 







Il trattamento con γ-tocotrienolo porta, in modo specifio, all’up-regulation 

























- dnajb-9;  
- cdkn-1a;  
- fas;  
- gsk-3b;  
- sdf2l1;  




Di seguito sono riportati i valori di FC per i geni selezionati la cui 
regolazione risulta variata dopo il trattamento con le varie forme di tocotrienoli. La 
raccolta dei dati è avvenuta secondo quanto riportato nella sezione “Materiali e 
















Geni α-T3 δ-T3 γ-T3 
dhcr-24 -0.74472 -1.35393 -1.39376 
fdft-1 -0.54879 -0.79437 -0.88976 
idi-1 -0.85488 -1.12219 -1.43005 
insig-1 -1.87219 -2.85928 -2.9887 
ldlr -1.29906 -2.19546 -2.28916 
scd -0.88979 -0.71617 -1.12246 
srebf-1 -0.98529 -1.44445 -2.14544 
msmo-1 -0.58297 -0.76624 -0.80292 
 
Tab. 1r: Fold Change dei geni coinvolti nella biosintesi di steroidi e steroli dopo 





Geni δ-T3 γ-T3 
cdkn-1a -0.60774 0.55968 
vegfc 0.855414 1.054681 
cdkn-1c -0.67979 -0.93532 
prune-2 -0.62601 -0.68524 
il-11 0.729763 1.128339 
asns 1.372958 0.791913 
il6st  0.525734 
aldoc  -0.62268 
tns-3  -0.60736 
ccnd-1  0.548908 
osmr  0.588282 
fosl-1  0.717344 
Jun -0.52762  
Tab 2r: Fold Change dei geni coinvolti nella proliferazione cellulare e risposta alla 
carenza di nutrienti dopo trattamento con T3s. I valori negativi indicano una down-
regulation. I valori positivi indicano una up-regulation. 
189 
 
Geni δ-T3 γ-T3 
srebf-2 -0.70317 -0.95401 
cdkn-1a -0.64936 -0.64936 
id-2 -0.60774 -0.60774 
scd -0.71617 -1.12246 
srebf-1 -1.44445 -2.14544 
lpin-1 -0.81 -0.76 
hspa-5 0.934317 0.934317 
gdf-15 1.042164 1.042164 
asns 1.372958 1.372958 
 
Tab. 3r: Fold Change dei geni coinvolti nello stress del reticolo endoplasmatico e 
nella carenza di nutrienti dopo trattamento con T3s. I valori negativi indicano una 
down-regulation. I valori positivi indicano una up-regulation. 
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Geni δ-T3 γ-T3 
sdf2l1 0.53098  
bcr 0.574758  
trib-3 0.613723  
fam-129a 0.878811  
dnajc-10 -0.57204  
gsk-3b -0.59168  
xbp-1  0.500861 
Fas  0.51903 
ccdn-1  0.548908 
dnajb-9  0.621079 
gfpt-1  0.632236 
chac-1  0.763771 
gem  0.865449 
 
Tab. 4r: Fold Change dei geni modulati   dopo trattamento con T3s, evidenziati con 
analisi di “data mining”. I valori negativi indicano una down-regulation. I valori 
positivi indicano una up-regulation. 
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Geni α-T3 δ-T3 γ-T3 
phlda-1  0.504361 0.504361 
asns  1.372958 1.372958 
dnajb-9   0.621079 
fas   0.51903 
gsk-3b  -0.59168  
trib-3  0.613723  
fam-129a  0.878811  
scd -0.88979 -0.71617 -1.12246 
hspa-5  0.934317 0.9343317 
xbp-1   0.500861 
 
Tab. 5r: Fold Change dei geni, implicati nello stress del reticolo, modulati   dopo 
trattamento con T3s, evidenziati con analisi di “data mining”. I valori negativi indicano 
una down-regulation. I valori positivi indicano una up-regulation. 
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I trattamenti con i T3s inducono rilascio di calcio dal reticolo 
 
Il profilo di espressione genica ottenuto dagli esperimenti di microarray, 
ulteriormente confermati dall’analisi di Real time PCR, conduce all’ipotesi della 
presenza a monte di un possibile stress del reticolo che induce all’apoptosi, dopo 
trattamento con i T3s.  
Gli esperimenti successivamente condotti, quindi, sono stati finalizzati ad 
avvalorare la suddetta ipotesi.  
In particolare, è stato valutato il rilascio di ioni calcio a livello del reticolo 
endoplasmatico, in quanto uno dei primi fenomeni dell’attuazione dello stress del 
reticolo. 
La Fig. 6r (A) mostra che i trattamenti con TRF (10 µg/mL) e γ-T3 (10 
µg/mL) inducono il rilascio di Ca2+ nel citoplasma. In particolare, il trattamento 
con γ-T3 (10 µg/mL) è associato ad una maggiore intensità della fluorescenza 
(Fluo4AM), rispetto allo stesso trattamento con TRF (10 µg/mL), suggerendo la 
possibilità di una più alta specificità di azione.  
I dati di immunofluorescenza sono stati confermati da analisi quantitative 
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del rilascio di Ca2+, attuate con l’utilizzo dello stesso fluoroforo.  
Come mostrato in Fig. 6r (B), i trattamenti con γ-T3 e δ-T3 inducono un 
marcato rilascio di ioni calcio nel citoplasma, confermando il coinvolgimento 
dello stress del reticolo endoplasmatico nell’induzione dell’apoptosi ad opera 
delle molecole oggetto di studio. 
È opportuno, inoltre, evidenziare come i trattamenti con α-T3 e α-TP non 
esplicano alcun effetto sul rilascio del Ca2+, indicando ulteriormente che gli effetti 
osservati sono strettamente dipendenti dalla struttura dell’isoforma di 












Fig. 6r: T3s inducono il rilascio di Ca2+. Rilascio di Ca2+ visualizzato con 
immunofluorescenza (fluoroforo Fluo-4 AM) (A). Rilascio di Ca2+ rilevato con Calcium Assay 
(fluoroforo Fluo-4 AM) (B). Tuttte le differenze sono significative (p ≤ 0.05). Gli asterischi 
indicano che le differenze sono statisticamente rilevanti (** ≤ 0.01; *** ≤ 0.001) determinate con 
T-test. La figura mostra il risultato di almeno tre esperimenti separati. 
195 
 
I trattamenti con i T3s inducono stress del reticolo 
 
Dopo 24 ore dai trattamenti con γ-tocotrienolo (20 µg/mL) e δ-tocotrienolo 
(10 µg/mL), è stato registrato un aumento dell’espressone di xbp-1 (X-box binding 
protein-1) e chop (C/EBP homology protein), due dei principali fattori coinvolti 
nella risposta dello stress del reticolo (Fig. 7r A e B). In ogni caso, il δ-
tocotrienolo ha mostrato una maggiore attività comparata a quella del γ-
tocotrienolo. 
L’espressione dell’mRNA di chop mostra, infatti, un apprezzabile aumento 
dopo trattamento con δ-T3, anche alla concentrazione inferiore di 5 µg/mL. 
Inoltre, così come già enunciato per il rilascio dello ione calcio, i trattamenti 
con α-T3 e α-TP non hanno sortito nessun effetto sull’espressione ti tali geni (dati 
non mostrati). 
L’RNA messaggero del fattore xbp-1 si presenta in due forme alternative 
(uXBP-1 e sXBP-1) derivanti dal processo di splicing alternativo e distinte, 
quindi,  in base alla presenza o meno di un singolo introne e media, quindi, la 
traduzione di due prodotti proteici differenti.   
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La digestione con l’enzima di restrizione Pst1 a carico della forma uXBP-1, 
porta alla formazione di due frammenti, mentre ciò non avviene a carico della 
forma sXBP-1, in quanto priva del sito di taglio dell’enzima, che cade proprio 
nella regione intronica.  La forma sXBP-1 è tipica dello stress del reticolo 
endoplasmatico.  
I trattamenti con γ-T3 (5 µg/mL; 10 µg/mL; 20 µg/mL), con TRF (10 
µg/mL; 20 µg/mL) e δ-T3 (5 µg/mL; 10 µg/mL; 20 µg/mL) inducono lo splicing 
alternativo di XBP1. Anche in questo caso, l’ α-TP ha un effetto divergente, 
inducendo solamente l’espressione della uXBP1. 
Come controllo positivo per lo stress del reticolo endoplasmatico, le HeLa 
cells sono state trattate con 5 µg/mL di TM, una sostanza che induce stress del 
reticolo ed inibisce la N-glicosilazione delle proteine neosintetizzate  (Li et al., 
2010). Dal momento che lo splicing alternativo di xbp-1 è mediato da IRE-1α 
(inositol requiring enzyme-1α), è stato ipotizzato che i trattamenti  con i T3s 
possono modulare, anche se indirettamente, l’attività del fattore IRE-1α.  
Durante la digestione con l’enzima di restrizione, la forma uXBP1 viene 
tagliata a livello del sito di taglio per Pst1 e si generano due frammenti della 
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sequenza, mentre ciò non avviene per la forma sXBP1, che si presenterà come 
sequenza unica. I risultati dell’avvenuta digestione consistono nelle formazione di 






Fig. 7r: T3s inducono l’espresione dei geni implicati nello stress del reticolo, quali, xbp-1 
(A) e chop (B). Tuttte le differenze sono significative (p ≤ 0.05). Gli asterischi indicano che le 




Fig. 8r: Elettroforesi dei prodotti di digestione con Pst1. I trattamenti con γ-T3 (5-20 
µg/mL), δ-T3 (5-20 µg/mL) e TRF (10-20 µg/mL) inducono lo splicing alternativo dell’mRNA di 
xbp-1. α-TP non sortisce effetti. Dettagli sul protocollo sono forniti nel testo. La figura mostra il 
risultato di almeno tre esperimenti separati. 
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 I trattamenti con i T3s attivano il pathway di IRE-1α 
 
Tre differenti pathways molecolari sono stati individuati e considerati 
responsabili nell’attuazione delle fasi dello stress del reticolo endoplasmatico 
(Bravo et al, 2013). 
Nello lavoro presentato sono stati studiati i profili di espressione di IRE-1α 
(correlata al fattore XBP-1), di PERK (protein kinase RNA [PRK]-like ER kinase) 
e del fattore ATF-6 (activating transcription factor-6). 
I trattamenti con i T3s sono stati condotti alle concentrazioni associate 
all’effetto più evidente per quanto concerne l’espressione dei geni. 
Come controllo positivo per l’induzione dello stress del reticolo 
endoplasmatico, le HeLa cells sono state trattate con 2.5 µg/mL di BFA, un 
metabolita fungino che inibisce la traslocazione delle proteine nelle cellule 
eucaristiche (come ad esempio, durane il trasporto di prodotti proteici verso la 
superficie cellulare per la secrezione o l’espressione in membrana), causando 
l’attivazione del sistema UPR (Upton et al., 2012). 
La figura 7 a mostra che i trattamenti con i T3s non inducono il taglio 
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proteolitico di ATF-6 o la fosforilazione di PERK, quanto piuttosto causano la 
fosforilazione di IRE-1α. Al fine di confermare l’attivazione di IRE-1α, è stata 
condotta un’osservazione nel tempo. Le HeLa cells, infatti, sono state incubate 
con 10 µg/mL di α-, γ- e δ-tocotrienolo, per trattamenti con durata differente di 
24, 26, 28 e 30 ore. È stato allestito, inoltre, un trattamento di controllo con 
DMSO, quale veicolo delle molecole dei tococromanoli utilizzati. 
A 24 ore di trattamento con δ-T3, l’isoforma fosforilata era appena 
rilevabile con un anticorpo specifico anti-IRE-1α.  
Dopo 26 ore, i trattamenti con δ-T3  sono associati ad una variazione della 
mobilità elettroforetica di IRE-1α se confrontata al controllo (cc), effetto che 
suggerisce la fosforilazione del fattore. 
La variazione nella band di IRE-1α, visualizzata nel campione dl controllo 
positivo (BFA), ha confermato che la proteina è fosforilata e che, quindi, è stato 
attivato l’intero pathway che da essa dipende. 
Inoltre, la prolungata esposizione ai δ-T3 (28 e 30 ore) ha mostrato la 
fosforilazione del fattore IRE-1α, indicando che l’attivazione viene mantenuta 
durante i trattamenti. 
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Questi risultati confermano, quindi, che i  T3s sono in grado di causare 
stress del reticolo e attivare il meccanismo della UPR, per tentare un recupero, 













Fig. 9r: I T3s influenzano i meccanismi intracellulari della UPR nelle HeLa cells. CC 
indica il trattamento con il veicolo DMSO. BFA è stato utilizzato com controllo positivo 
dell’inuzione di stresss del reticolo. α-tubulina è stata utilizzata come controllo di caricamento. Il 
trattamento con T3s non sortisce effetti sull’espressione delle proteine ATF-6 e PERK a 8 e 24 ore 
dal trattamento (A). L’espressione della proteina IRE-1 è significativamente influenzata dai 
trattamenti con T3s (B). La figura mostra il risultato di almeno tre esperimenti separati. 
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Effetti dei trattamenti con T3s sull’attività delle caspasi 
 
È ben noto, dai dati emergenti in letteratura, che lo stress del reticolo può 
condurre la cellula a morte programmata (Chakrabarti et al., 2011). 
Dopo 12 ore dalla somministrazione di 10 µg/mL di γ-T3, è stato rilevato un 
incremento significativo delle attività delle caspasi-12 e caspasi -8 (Fig. 10r D e 
B, rispettivamente). 
I trattamenti con le altre forme di tocotrienoli non hanno causato nessuna 
variazione determinabile con i sistemi di rilevamento impiegati. 
Inoltre, l’attività della caspasi-10 non ha mostrato nessuna alterazione in 
tutti i trattamenti condotti (Fig. 10r C). 
Infine, è stato registrato il taglio e la relativa attivazione della caspasi-9 a 






Fig. 10r: I trattamenti con T3s modulano i livelli di caspasi-9 (A) e l’attività della caspasi-8 
(B), della caspasi-10 (C) e della caspasi-12 (D) nelle HeLa cells. CC: trattamenti con il veicolo 
DMSO. Tuttte le differenze sono significative (p ≤ 0.05). Gli asterischi indicano che le differenze 
sono statisticamente rilevanti (** ≤ 0.01; *** ≤ 0.001) determinate con il test Dunnet post-hoc. La 


















In base alle loro analogie strutturali, i tocoferoli ed i tocotrienoli sono 
comunemente riuniti in un’unica grande famiglia individuata col termine 
“vitamina E” (Niki e Traber, 2012), quale descrittore generico ampiamente 
diffuso per questa categoria di molecole. 
Un elevato numero di evidenze sperimentali indica che, la presenza di una 
catena fitilica insatura, conferisce specifiche quanto distinte caratteristiche ai 
tocotrienoli che ne sono dotati. 
Tocotrienoli e tocoferoli hanno, inoltre, differenti distribuzione tissutale e 
meccanismi di trasporto all’interno dell’organismo umano. 
L’α-tocoferolo è trasportato nel fegato ad opera di uno specifico carrier, 
dove viene incorporato nelle HDL per poter essere trasferito alle altre lipoproteine 
e, quindi, gli altri tessuti, mentre α- e γ-tocotrienolo vengono rilevato nel tessuto 
adiposo, nella pelle, nel cervello nel muscolo cardiaco, nel fagato umani 
(Brigelius-Flohe e Traber, 1999), ma soprattutto nel circolo ematico, in 
concentrazioni apprezzabili, in fasi postprandiali (Fairus et al., 2006). 
In passato, molte evidenze sperimentali sono state raccolte al fine di 
dimostrare la capacità dei tocotrienoli di indurre apoptosi in cellule di tumore 
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mammario umane e murine (Nesertnam et al., 1998), oltre che in numerosi altri 
tipi cellulari (Guthrie et al., 1997; He et al., 1997; McIntyre et al., 2000; Conte et 
al., 2004; Sylvester, 2005; Wada et al., 2005; Srivastava, 2006). 
In tempi più recenti, l’effetto benefico dei T3s nel trattamento degli stadi 
iniziali di tumore mammario, è stato confermato da un’opportuna  
sperimentazione clinica (Nesertnam et al., 2010). In tale contesto, l’attività dei 
T3s si mostra indipendente dalle proprie capacità antiossidanti e una quantità 
esigua di studi ne ha definitivamente evidenziato e caratterizzato i meccanismi 
molecolari. 
Solo pochi anni fa, è stato dimostrato un nuovo meccanismo molecolare che 
presuppone l’interazione del γ-T3 e δ-T3 con l’isoforma β (ERβ) del recettore per 
gli estrogeni (Comitato et al., 2009; Comitato et al., 2010) . 
Negli studi menzionati è stato suggerito che il complesso attivato, formatosi 
dall’interazione tra T3/ERβ, trasloca nel nucleo e modula l’espressione di geni 
specifici che contengono, nei propri promotori, particolari sequenze responsive 




Come precedentemente accennato, l’attività antiproliferativa dei T3s è stata 
evidenziata anche in altri numerosi tipi cellulari, compresi melanoma, cancro 
prostatico, carcinoma epatico e polmonare, oltre che nelle cellule HeLa (Wu et al., 
2010), una linea cellulare priva delle forme canoniche di recettori per gli 
estrogeni. 
Da tali evidenze parte la considerazione della possibilità dell’esistenza di un 
pathway alternativo per la modulazione della proliferazione cellulare, che agisce 
in maniera indipendente da quello trasdotto dai recettori per gli estrogeni. 
I primi esperimenti preliminari condotti e mostrati nel presente lavoro, 
infatti, dimostrano come i T3s modulano l’espressione di geni proapototici, 
contenenti anch’essi le sequenze EREs, all’interno della linea cellulare HeLa, 
dove i recettori per gli estrogeni sono assenti e non sono, quindi, responsabili 
diretti di tale modulazione. 
È stata osservata, infatti, un significativo aumento dell’espressione di mic-1 
– un gene caratterizzato dalla presenza di un promotore complesso e, quindi, solo 
parzialmente responsivo all’estradiolo – dopo la somministrazione di γ-T3 e δ-T3.  
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Sulla base di queste osservazioni preliminari, è stato pianificato e condotto 
un percorso sperimentale «problem driven», utilizzando analisi di microarray 
come approccio metodologico, per identificare i profili di espressione genica 
diversificati derivanti dai trattamenti delle HeLa cells con le varie isoforme di 
T3s. 
Il processo di “data mining” ha mostrato una significativa modulazione di 
un gran numero di geni implicati nello stress del reticolo endoplasmatico, a 
seguito dei trattamenti con γ- e δ-tocotrienolo.  
Date le analogie emerse tra i processi biologici delle HeLa cells e la linea 
MCF-7, in seguito ai  trattamenti con T3s, è stata focalizzata l’attenzione sul loro 
ruolo nell’attivazione dello stress del reticolo endoplasmatico, quale elemento 
comune tra le due linee cellulari evidenziato dai profili dei microarrays.  
I dati del presente lavoro forniscono molte indicazioni a sostengno 
dell’ipotesi di un effetto specifico che i tocotrienoli esercitano a livello del 
reticolo endoplasmatico.  
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È stato dimostrato, infatti, che un ampio spettro di geni correlati alla 
regolazione strutturale e funzionale di tale compartimento cellulare, sono  
significativamente influenzati durante i trattamenti con T3s.  
Tra questi, si riporta la down-regulation dell’espressione di sdc, il cui ruolo 
è stato correlato ad un aumento dei fenomeni di stress del reticolo endoplasmatico 
e apoptosi, indotti dal palmitato (Green, 2011).  
In modo analogo, si evidenzia la down-regulation del gene lpin, di cui è 
stato riportata la responsabilità nell’induzione dello stress reticolare (Miranda et 
al., 2010).  
La down-regulation è stata determinata anche per i geni srebf1 e srebf2 
causata dai trattamenti con γ-T3 e δ-T3. L’espressione di tali geni, ed in 
particolare di srebf2, è attivata con il pathway della UPR, al fine di fronteggiare lo 
stress del reticolo (Colgan et al., 2007). 
Le conclusioni dedotte dai dati riportati confermano, quindi, la capacità di γ-
T3 e δ-T3 di influenzare il meccanismo della UPR perché  reagisca agli stimoli di 
stress a carico del reticolo endoplasmatico.  
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La specificità molecolare di tali effetti è abbastanza elevata, come dimostra 
la modulazione – dopo i trattamenti con tocotrienoli – dell’espressione di molti 
fattori di trascrizione implicati nei meccanismi di stress del reticolo. 
I trattamenti con γ- e  δ-tocotrienolo comportano l’up-regulation di hspa50, 
un particolare chaperone molecolare che promuove il corretto folding proteico ed 
inibisce l’aggregazione delle proteine nel reticolo (Meunier et al., 2002), 
confermando la loro azione specifica su tale compartimento cellulare. 
Sulla base dei risultati ottenuti dalle analisi di microarray, è possibile 
dedurre che specifiche forme di tocotrienoli inducono apoptosi nelle HeLa cells 
attraverso lo stress del reticolo endoplasmatico. 
Molti autori hanno identificato lo stress reticolare come uno dei pathways 
maggiormente implicati nell’induzione dell’apoptosi. 
Inoltre, è noto che il processo apoptotico connesso al reticolo è strettamente 
associato al rilascio di ioni calcio nel citoplasma, in quanto fattori come Bcl-2 
hanno la capacità di interagire con l’IP3-R (inositol 1,4,5-trisphosphate receptor), 
quali recettori per il calcio a tipica localizzazione reticolare (Rong, 2008). 
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Nel presente studio, le HeLa cells rilasciano Ca2+ nel citoplasma in appena 
15 minuti dall’inizio del trattamento con T3s.  
Il reticolo endoplasmatico è un importante sito di stoccaggio per gli ioni 
calcio, contenendo concentrazioni anche centinaia di volte più elevate rispetto al 
citoplasma.  
I livelli di ioni calcio nel reticolo sono regolati da canali specifici localizzati 
nelle sue membrane. Il manifestarsi delle condizioni di stress media il rilascio di 
Ca2+ dal lume reticolare che, nel citoplasma, agisce come segnale attivando 
l’apoptosi (Zhang, 2008). 
Gli esperimenti condotti sulla linea cellulare HeLa hanno confermato la 
variazione dell’espressione di specifici geni correlati al reticolo endoplasmatico, il 
rilascio di Ca2+ e l’attivazione del processo apoptotico. 
Sulla base di tali evidenze sperimentali, sono stati finalizzati gli studi al fine 
di individuare quale dei tre principali pathways molecolari implicati nello stress 
del reticolo e ivi descritti, sia stato attivato nel modello sperimentale prescelto. 
Come accennato, lo stress del reticolo è mediato da tre differenti proteine 
transmembrana, denominate PERK, ATF-6 e IRE-1 (Rone e Walter, 2007). 
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Tali fattori restano inattivi e legati a varie GRPs (glauco-regulated 
proteins), e in particolare a GRP-78 – comunemente definita anche BiP 
(immunoglobulin heavy chain-bingin protein) – uno chaperone membro della 
famiglia HSP-70 (heat-shock protein-70), che gioca un importante ruolo nella 
regolazione dei pathways della UPR. Con il verificarsi delle condizioni di stress 
del reticolo, il complesso BiP/proteine reticolari è dissociato, con consequenziale 
attivazione delle stesse (Chakabarti et al., 2011). 
Il presente lavoro dimostra che i trattamenti con T3s (γ-, δ-, e TRF) non 
inducono sostanziali differenze nell’espressione dei fattori PERK e ATF-6, ma 
modulano significativamente quella di IRE-1α. 
Nonostante la fosforilazione di IRE-1α è debolmente rilevabile a 24 ore dai 
trattamenti; lo splicing del precursore dell’mRNA di XBP-1 – una fase successiva 
alla stessa attivazione di IRE-1 – è stato determinato in modo evidente sia a 24 ore 
dai trattamenti, che in tempi di esposizione minori (12 ore) e maggiori (48 ore) 
(dati non mostrati). 
L’apparente discrepanza tra i dati derivanti della valutazione della 
fosforilazione di IRE-1α e dello splicing di XBP1 a 12 ore dall’inizio dei 
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trattamenti con T3s, può essere annoverata alla sensibilità ridotta dell’approccio 
metodologico impiegato, quale westerrn blot assay, rispetto all’analisi PCR. 
Inoltre, dati non mostrati, indicano che la fosforilazione di IRE-1α è comunque 
rilevabile a 12 ore dall’inizio dei trattamenti. 
Il presente studio dimostra, quindi, che il fattore IRE-1α oscilla tra due 
differenti stati, attivo e refrattario, mantenendo la sua attività endonucleasica. Tale 
interpretazione è supportata dal lavoro di Li e collaboratori (Li et al., 2010), nel 
quale ha descritto un modello a tre stati per quanto concerne l’attivazione di IRE-
1α nei Mammiferi: 
- uno stato «inattivo», che può essere attivato in condizioni di stress del 
reticolo; 
- uno stato «attivo», nel quale IRE-1α oligomerizza e avvia lo splicing di 
XBP-1; 
- uno stato «refrattario», nel quale IRE-1α entra dopo un’attivazione 
prolungata dovuta ad una più duratura risposta ad un’irrisolta condizione 
di stress del reticolo. 
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Gli autori hanno specificato come le forme di IRE-1α non siano 
necessariamente riconosciute da uno specifico anticorpo anti-IRE-1α e 
suggeriscono che la defosforilazione è un importante passaggio affinché il fattore 
entri nello stato refrattario. 
Ishiwata e collaboratori (Ishiwata et al., 2013) hanno dimostrato che, in 
condizioni di prolungato stress del reticolo (come ad esempio durante le carenze 
di inositolo), IRE-1 è continuamente attivato, anche se debolmente, attraverso la 
sua associazione, non comune, con il fattore BiP. In tale studio è stato ipotizzato 
che questa debole attività di IRE1α è un sistema che permette alla cellula di 
adattarsi alle condizioni croniche di stress a carico del reticolo endoplasmatico. 
Quando l’omeostasi non è ristabilita, la segnalazione della via UPR induce 
direttamente la cellula a morte per apoptosi (Bravo et al., 2013). 
Oltre al loro effetto su IRE-1, è stato osservato che i trattamenti con i T3s 
sono associati ad una significativa modulazione dell’espressione dell’mRNA di 
XBP-1 e CHOP, a partire dalle 24 ore dalla somministrazione delle molecole. 
Il presente studio indica che i T3s sono in grado di indurre lo stress del 
reticolo endoplasmatico nelle cellule HeLa attraverso l’attivazione di IRE-1α (che 
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fluttua tra una forma attiva ed una refrattaria), che a sua volta media lo splicing 
alternativo dell’RNA messaggero di XBP-1, oltre a modulare la trascrizione di 
CHOP. Le condizioni di stress del reticolo, soprattutto se prolungate, aumentano 
l’espressione di CHOP, che sposta la segnalazione dello stress del reticolo da un 
esito a favore della sopravvivenza in uno decisamente proapoptotico (Xu e Reed, 
2005; Szegezdi et al., 2006). 
Come precedentemente accennato, infatti, le cellule che non riescono ad 
attuare un completo ripristino dell’omeostasi dopo le condizioni di stress e la 
degradazione di aggregati proteici, la via della UPR conduce all’arresto del ciclo 
cellulare e, successivamente all’apoptosi (Rasheva, 2009). 
In altri termini, le condizioni sperimentali attuate (trattamenti con i T3s) per 
la conduzione del lavoro presentato, inducono le cellule della linea HeLa 
all’apoptosi. 
Nel presente lavoro è stato dimostrato che le forme specifiche di T3s 
impiegate nei vari trattamenti eseguiti, sono stati in grado di attivare l’espressione 
della caspasi-12 e della caspasi-8. 
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Nonostante studi precedenti avessero già confermato le responsabilità dello 
stress del reticolo nell’attivazione delle suddette caspasi dopo trattamenti con T3s 
(Wali e Sylvester, 2009; Parke e Kline, 2010), nessun altro lavoro ha attribuito a 
queste molecole di interesse nutrizionale un ruolo nell’attivazione dell’apoptosi 
indotta da reticolo in modelli cellulari differenti dal tumore mammario. 
È fondamentale ricordare che la caspasi-12, localizzata a livello del reticolo 
endoplasmatico, è attivata in modo specifico nelle condizioni di stress del reticolo 
e non dalla via estrinseca od intrinseca dell’apoptosi, che implica l’attivazione dei 
recettori di morte e  lo stress mitocondriale, rispettivamente. Il rilascio di ioni 
calcio da parte del reticolo nelle condizioni di stress a proprio carico, può attivare 
la calpaina che, a sua volta, opera il taglio proteolitico e l’attivazione della 
caspasi-12 (Nakagawa e Yuan, 2000; Łopatniuk & Witkowski, 2011). 
Altri studi propongono che l’attivazione della caspasi-12 avvenga ad opera 
del complesso IRE-1/TRF-2 (Rao e Frankowski, 2002), in maniera comunque 
indipendente alle vie “classiche” che conducono all’apoptosi. 
La caspasi-12 attiva può innescare, una volta attivata, la cascata di morte 
attraverso la maturazione a catena a valle di altre cistein-proteasi, a partire dalla 
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pro-caspasi-9, che taglierà e attiverà la pro-caspasi-3, connettendo le varie vie di 
segnalazione che concludono il programma pro-apoptotico (Morishima et al., 
2002; Szgezdi e Samali, 2003). 
Nelle HeLa cells è stata osservata l’attivazione della procaspasi-12, a cui fa 
seguito il taglio della caspasi-9, come dimostrano le evidenze sperimentali di altri 
studi riguardanti la correlazione tra stress del reticolo e morte cellulare per 
apoptosi (Chow et al., 2013). 
L’attivazione della caspasi-8 rilevata in questo studio è l’ulteriore anello di 
congiunzione delle varie vie che conducono la cellula in apoptosi, essendo essa la 
caspasi centrale della trasduzione mediata dai recettori di morte (via estrinseca) 
(Rahman et al., 2009). Inoltre la caspasi-8 è indotta anche dal rilascio di Ca2+, 
ragion per cui non è possibile escludere il coinvolgimento del meccanismo dei 
suddetti recettori di morte nello spettro delle attività dei tocotrienoli. 
Questi dati confermano il ruolo centrale della via della UPR nell’induzione 




Alcuni dati emersi dal presente studio hanno posto le basi per la 
formulazione di una nuova ipotesi, che sarà valutata in studi futuri. 
Le osservazioni che ne derivano, infatti, hanno fatto ipotizzare che le forme 
specifiche di T3s (γ- e δ-tocotrienolo) legano un ipotetico recettore “specifico”, 
caratterizzato dalla presenza di una particolare tasca a cui si lega ICI-182.780 
(Fig. 1d). Quest’ultimo è uno specifico antagonista degli estrogeni, in quanto 
compete per il legame al recettore specifico per essi. 
Alcuni rilevamenti hanno indicato, in maniera inaspettata quanto chiara, che 
i pretrattamenti con ICI-182.780 inficiano gli effetti dei T3s sull’espressione del 
gene mic-1 anche nelle HeLa cells, notoriamente prive delle forme canoniche dei 
recettori per gli estrogeni.  
Da questa ipotesi deriva la deduzione che il γ- e δ-tocotrienolo possono 
legare questo ipoteico “recettore orfano”, ed inibirne la funzionalità. 
Il recettore “candidato ideale” dovrebbe essere localizzato a livello del 
reticolo endoplasmatico, in accordo alle caratteristiche chimico-fisiche e 
funzionali degli stessi T3s. 
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Conseguentemente l’attivazione di questo recettore dovrebbe innescare lo 
stress del reticolo, l’attivazione di IRE-1 e lo splicing di XBP-1.  
Dal momento della sua sintesi, sXBP-1 dovrebbe modulare l’espressione di 






























Il presente studio dimostra che il γ-tocotrienolo e il δ-tocotrienolo possono 
attivare una serie di risposte cellulari specifiche che conducono all’apoptosi 
cellule prive di recettore β per gli estrogeni. 
È stato identificato e caratterizzato un pathway molecolare che dipende 
dallo stress del reticolo endoplasmatico, attivato dalle stesse forme di tocotrienoli 
e che coopera con la via di segnalazione dei recettori β degli estrogeni (quando 
presenti), nell’induzione dell’apoptosi in un gran numero di cellule tumorali. 
Studi futuri muoveranno alla determinazione dei meccanismi molecolari con 
cui γ-T3 e δ-T3 inducono stress del reticolo. 
Le osservazioni riportate in questo lavoro aprono nuove strade per esplorare 
il ruolo del consumo umano di tocotrienoli in campo nutrizionale e, 
possibilmente, nella profilassi di specifiche forme tumorali. 
 
Infine, il lavoro presentato dimostra che i T3s possiedono specifiche 
funzioni chiaramente diversificate da quelle dei TPs. Infatti negli esperimenti 
mostrati, l’α-tocoferolo non è stato in grado di indurre il rilascio di ioni calcio, 
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l’attivazione della via di trasduzione della UPR e l’apoptosi nella linea cellulare 
HeLa. 
I dati presentati, insieme ai risultati di altri lavori, rinforzano l’intento, già 
esplicitato Hendrich e collaboratori (Hendrich et al., 1994) e ivi ulteriormente 
ribadito: distinguere e separare i tocotrienoli dagli altri componenti del più ampio 










Fig. 2d: In cellule tumorali che non esprimono le forme canoniche di recettori per gli 
estrogeni (α e β), γ-T3 e δ-T3 inducono stress del reticolo attivando rilascio di Ca2+ nel citoplasma. 
Inoltre, il trattamento con specifiche forme di T3s, ma non con l’α-TP, è associato a specifiche 
segnalazioni Ca-dipendenti coinvolte nella UPR, quale meccanismo cardine delle cellule 
eucariotiche per fronteggiare lo stress del reticolo endoplasmatico. In particolare, il rilascio di Ca2+ 
è seguito dall’attivazione di IRE-1 che, a sua volta, attiva lo splcing di XBP-1, che porta alla 
sintesi di uno specifico fattore che si lega al DNA e la conseguente induzione dell’espressione di 
geni pro-apoptotici. L’espressione di altri geni correlati allo stress del reticolo (PERK e ATF-6) 
non è influenzata in modo significativo dai trattamenti con i T3s. Il presente lavoro costituisce il 
background per ricercare la presenza di un possibile recettore (orfano), localizzato a livello della 
membrana cellulare, capace di legare i T3s e altri antagonisti estrogenici come ICI-182.730. Tale 
meccanismo può essere attivo in molti tipi cellulari, indipendentemente dalla presenza di recettori 
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